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摘要 

 本研究以綠鬣蜥糞便為接種來源增富培養其腸道中纖維水解菌

群，以聚合酶鏈反應－變性梯度凝膠電泳（PCR－DGGE）技術分析

此高效率纖維分解產氫的馴養菌群，主要為嗜熱性厭氧菌屬與梭狀芽

孢菌屬。使用熱篩與滾管技術成功自此穩定菌群中分離出一株嗜熱性

厭氧產氫菌株，暫名為 GI512 進行後續鑑定及特性研究。分析 16S 

rDNA 序列發現此菌株在親緣性與 Clostridium thermopalmarium 和

Clostridium thermobutyricum 相似。生理生化鑑定結果為革蘭氏陽性

菌、菌體呈桿狀與末端產生孢子。分離菌株生長溫度範圍為 45～55
o
C，

pH 範圍 6～9，最適生長溫度為 55
o
C，最適生長 pH 7.01。以葡萄糖

為唯一碳源時有最大比生長速率（ 0.69 hr
-1）與氫氣產量（ 0.88 

mol/mol），且生長時 yeast extract 為必需物質。菌株 GI512 培養至穩

定期時，菌體內產生類似內涵體結構，經染色與氣相層析分析發現為

長鏈的聚羥基烷脂聚合物。菌株對於各抗生素最小抑制濃度為 Ampicillin，

0.5 μg/ml、Kanamycin，4.0 μg/ml、Penicillin，8.0 μg/ml、Polymyxin B，2.0 μg/ml

與 Vancomycin，4.0 μg/ml。Clostridium sp. GI512 具有代謝乳糖、木糖、

葡萄糖、阿拉伯糖與纖維雙糖的能力，但無法利用尿素、甘油、木聚

糖與纖維素。使用此菌株醱酵碳水化合物時，氫氣、二氧化碳以及揮

發性有機酸－丁酸為主要產物，並產生少量醋酸與乳酸。  

 

關鍵字：醱酵產氫、綠鬣蜥、嗜熱性厭氧菌、梭狀芽孢桿菌 Clostridium。 
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Abstract 

 A novel anaerobic, thermophilic hydrogen producing strain GI512, was 

isolated from cellulolytic enrichment cultures inoculated with green iguana 

feces. Bacterial community analysis with PCR-DGGE of this enrichment 

cultures, and main was Clostridium sp. Phylogenetic analysis of 16S rRNA 

gene sequence of the isolate showed that strain GI512 was closely related 

to Clostridium thermopalmarium and Clostridium thermobutyricum. Cells 

of this isolate were Gram-positive, endspore-forming, rod-shaped and 

formed cream whitish colonies surround with bubbles on agar. Growth of 

the isolate occurs in the range of 45-65
o
C and pH 6-9. The optimum growth 

temperature was 55
o
C, pH was 7.01 and glucose concentration at 5 g/l. 

When growth in optimal conditions the hydrogen yield of strain GI512 was 

0.88 mol H2/mol substrate. Yeast extract was necessary for growth. 

Micrographs of Clostridium sp. GI512 showed inclusion body-like 

structure in stationary-phase cells and was determined as long-chain 

polyhydroxyalkanoate analysed by gas chromatograph. Growth of GI512 

was inhibited by ampicillin, kanamycin, penicillin, polymyxin B and 

vancomycin. This strain could ferments arabinose, glucose, lactose, xylose and 

cellobiose, but not cellulose, glycerol, urea and xylan. In the fermentation of 

carbohydrates, butyrate, H2 and CO2 were the main end products, with small 

amount of acetate and lactate. 

 

Keywords: hydrogen fermentation, green iguana, thermophilic anaerobe, Clostridium. 
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第一章 前言 

1.1 研究動機 

 隨著全球人口爆增，不僅造成許多環境污染問題，對於燃料的需

求也日與劇增。目前人類主要能源為石化燃料，此燃料為遠古時期，

動植物屍體被掩埋並積存在地底，經過數萬年地質變化轉變而成，除

不可再生外，燃燒時會產生二氧化碳等溫室氣體，致使地球的氣候產

生巨大變異，溫室效應為最大的元兇。台灣為島國型國家，地狹人稠，

缺乏大量天然資源，主要能源需仰賴外國進口，因為國際石油價格波

動造成民生物價上漲的事件時有所聞，如此更需發展再生性能源，如

太陽能、光電能、水力、風力、地熱能、生物能與廢棄物產能（王, 

2005）。 

 而再生能源中又以生質能源為最具潛力，可使用廢棄物生產並同

時 解 決 垃 圾 問 題 ， 相 當 適 合 做 為 替 代 能 源 。 國 際 保 護 協 會

（Conservation International）的學者提出，下個世紀以前生質能源將

會解決全球40％能源需求（Totten, 2006）。台灣以農立國，每年龐大

農業廢棄物，過去使用燃燒方式造成嚴重空氣汙染，若加以利用轉化

為生質能源，為一舉兩得的方式。使用生物質轉化成為能源對於環境

無傷害，而生物質轉換過程不需投入大量成本，非常適合作為替代能

源發展項目。  

 使用暗醱酵產生能源，不僅可解決有機廢棄物問題，更可回收具

經濟效益的副產物，如醋酸、丁酸等。丁酸可進一步轉化為丁醇，為

目前最適合內燃機引擎設計的生質燃料（Lee et al., 2008）。暗醱酵能

量累積後產生的氫氣平均熱值高（131 MJ/Kg）適合做為能源載體，

且當氫氣作為燃料燃燒或轉換成電力時唯一的產物為水，為非常環保
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的能源。氫氣，近來被視為未來最具潛力能源型式之一。  

 產氫方式非常廣泛，可用石化燃料能作為產氫能源，透過煤碳直

接高溫氣化產生合成氣（H2＋CO），但不可再生特性與溫室效應問題，

非理想的生產方式。能夠直接轉換自然能源進行水分子裂解，利用如

太陽光能、風力、水力與地熱等天然能量來源轉換為熱能或電能，進

一步裂解或電解水分子產生氫氣與氧氣，較為具環保優勢與可再生能

源方式。近年發展出以生物質作為再生能源生產方式，對於產氫程序，

不只能解決有機廢棄物問題，更能夠回收具經濟效益酸醇類副產品。

生物質產氫的基礎為厭氧消化系統，將複雜結構的有機物分解成小分

子再經由醱酵過程產氫，產氫的過程分為光醱酵與暗醱酵，其中暗醱

酵方是不受限於光能波長與照度的影響，為成本低廉的生產方式。  

 進行暗醱酵產氫的微生物種類繁多，主要為Clostridium菌屬，此

類菌株發展歷史久遠，早期矚目重點為優異的產酸醇能力，可作為戰

略物資，因此為科學家廣泛研究。近期文獻發現，此菌屬部分菌株產

生酸醇副產物過程伴隨產生氫氣，而逐漸朝向生質氫氣方向發展。  

1.2 研究目的 

本研究擬從（1）草食性綠鬣蜥(Iguana iguana)新鮮糞便中增富培

養具有高效能纖維水解醱酵產氫之共生菌群，使用 PCR－DGGE 技術

分析培養期間微生物菌相變化。（2）參考 Hungate 氏厭氧技術，分離

培養並純化出具纖維水解與醱酵產氫微生物。經過數次繼代培養純化

菌株，以分子生物技術分析 16S rDNA 比對基因庫（GeneBank）繪製

親緣樹狀圖；分析菌株生理生化特性與代謝產物，包含菌體觀察（外

型、鞭毛、莢膜、產孢能力與內涵體結構）、最適生長環境因子探討 (溫

度、pH、不同碳源與氮源、不同基質濃度、硫酸鹽還原與硝酸鹽還

原)，希望分離出新穎生質能源價值微生物。  
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第二章 文獻回顧 

2.1 再生能源 

2.1.1 能源現況 

 石油為戰略性物資，其價格深深影響國際市場情勢與人類民生物資需

求。而從石油輸出國組織（Organization of the Petroleum Exporting Countries; 

OPEC）於 1960 年初訂定國際原油公認價格為 3 美元／桶截至今天以來，

已經上漲為 95 美元／桶的驚人價格，而途中歷經幾次波動，1973 年為抵

制以色列而實行原油禁運，造成油價大漲；1978 年伊朗發生政變，供需失

衡；再加上 1998 年底兩伊戰爭，戰略物資價格躍升。以上數次石油危機，

重創全球市場。現今隨著交通發達，人類對於石化燃料的依賴頗深，國際

原油總需求也來到 280 萬桶／年。石化燃料為遠古時期，動植物屍體被掩

埋並積存在地底，經過數萬年地質變化轉變而成，具不可再生的特性，預

估未來將會是持續看漲的趨勢。近年來各國研究學者將逐年嚴重的溫室效

應與燃燒石化燃料造成二氧化碳排放連想一起，引發京都議定書與哥本哈

根議定書種種重視碳平衡的環境問題，能源與污染的問題一刻都不容小覷

（徐, 2007）。 

 為解決能源短缺問題，各國紛紛轉而發展具再生性之替代能源。而國

際環境規劃署（United Nations Environment Programme；UNEP）定義再生

能源係指能取之不盡的天然資源，過程中不會產生污染物，例如太陽能、

風能、地熱能、水力能、潮汐能、生質能等，都是轉化自然界的能量成為

能源，並在短時間內（相對於億年以上才能形成的石化燃料）就可以再生。

台灣並非石油的生產國，近 98 ％能源供應仰賴進口，代表油價波動操縱

著國內民生物資，一旦崩盤勢必造成嚴重衝擊。因此國內非常適合發展再

生能源，特別為佔地規模小的生質能源更具潛力，更呼應台灣以農立國的
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龐大農業廢棄物解決問題。 

2.1.2 生質能 

 國內近幾年將生質能列為國家重要發展項目，並在民國九十八年公布

再生能源發展條例，其中定義生質能為係指農林植物、沼氣及國內有機廢

棄物直接利用或經處理所產生之能源。原料來源可分為木質生物質（Wood 

Biomass）與非木質生物質（Non-wood Biomass），其中木質生物質為林業

廢棄物或都市綠色廢棄物等木質素為主要組成之原料，非木質生物質則包

含汙水汙泥、農業廢棄物與都市固體廢棄物等富含有機物質原料。用以生

產生質能的有機體原料－生物質轉化程序包括直接燃燒產生熱能與電能、

衍生為流體或固體燃料以及轉換成氣態（甲烷、氫氣與一氧化碳）或液態

（乙醇、丁醇與柴油）能源（Demirbas, 2009; Berinstein, 2001; Johansson, 

1993; Sim, 2002）。生質能源轉換技術整理如下： 

（1）熱轉換技術 

 熱轉換主要可包括燃燒、熱解與氧化。直接燃燒生物質原料或經簡單

物理處理（磨碎、壓縮）再送進焚燒爐。熱解方式是在無氧環境下，將有

機物質裂解轉換成氣體及少量液體與固體碳渣。而氣化生物質類似熱解，

差異在於額外添加氧化劑與高溫 1200
o
C，可產生甲醇、氫氣與合成氣。 

（2）衍生技術 

 此技術主要將生物質轉化後產物或非熱轉換之衍生物質做為能源載體。

常見為固態衍生燃料技術（RDF）與垃圾掩埋沼氣（LFG）。透過精選分類

廢棄物並再利用，可提供較高燃燒熱值與較低成本電力能源回收。 

（3）化學轉換程序 

 目前先進的技術為利用酯化反應將油菜、大豆、椰子、向日葵以及動
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物油脂或廢食用油再利用，經化學方法轉酯化成生質柴油，更將目標放到

具潛力的高含油藻類。 

（4）生物轉換程序 

 根據先前研究指出，酵母菌或細菌醱酵轉化生物質產生燃料，優於已

知的厭氧消化程序（形成溫室氣體甲烷），利用含糖類或其聚合物生物質

產生酒精或氫氣等生質燃料，較不易造成溫室氣體之產生（Johansson, 

1993）。 

2.2 氫能與產氫方式 

氫氣可以透過不同方式生產，多為可再生性來源，且當氫氣作為燃料

燃燒或轉換成電力時唯一的產物為水，為非常環保的能源（Hawkes et al., 

2002）。氫氣平均熱值高（131 MJ/Kg）適合做為能源載體，近來被視為未

來最具潛力能源型式之一。產氫方式可能來自天然資源（太陽能、風、水

力）、石化燃料（煤、石油）或生物質，再以直接或間接轉換為氫能，但

現今氫氣產業大約 96 ％仍使用非再生能源生產（Ferchichi et al., 2005； 

Balat, 2008）。 

產氫程序主要分為電化學法、熱化學法與生物法，而其中熱化學法與

電化學法必須將能量來源轉換成電能或熱能型式後間接形成氫氣。過程中

需額外提供能源且在傳遞能源過程中容易造成損失，故選擇環境友好且能

直接轉換的生物法較具優勢。生物法主要包含光合產氫與醱酵產氫，進行

光醱酵主要的能量來源為光能，而暗醱酵則為利用碳水化合物產氫

（Kothari et al., 2012），以轉化程序來看似乎使用太陽光能的光合作用產氫

會是最理想化之方式，但是反應器與光源設計會是難以突破的瓶頸。選擇

醱酵產氫方式有較快產氫速率與操作容易的優勢，以有機物質作為基質產

氫於應用較具可行性。近年文獻研究提到，醱酵產氫能夠同時解決有機廢



 

6 
 

棄物並且產生潔淨氫氣能源，是未來極具發展潛力的技術之一（Wang and 

Wan, 2009）。暗醱酵產氫微生物種類大至為 Clostridium 與 Enterobacter 屬

菌株，而目前以產氫能力較佳的 Clostridium 較被重視並廣泛研究（Oh et al., 

2009; Geng et al., 2010; Cai et al., 2012）。 

暗醱酵泛指厭氧微生物醱酵其它生物光合作用轉換形成的生物質

（Biomass），主要為醣類、蛋白質或上述物質之聚合物，作為微生物能量

來源，不需光能即可進行反應而得名。此類菌株降解有機基質時伴隨產生

電子，為維持電中性，以氫質子作為電子接受者進而產生氫氣（Westermann 

et al., 2007）。暗醱酵產氫過程受到許多環境因子影響，包含溫度、pH、

碳源基質、氮源種類等。溫度條件是暗醱酵產氫影響的重要因子之一，一

般來說溫度越高對於生化反應以及酵素活性都具有正向幫助，能有效提高

氫氣產量，但溫度高於醱酵菌株所能承受時，可能造成酵素失活或破壞脂

肪酸結構進而影響到細胞膜通透性（Morimoto et al., 2004; 徐, 2007）。pH

條件亦是操作的重要參數，過於極端的 pH 會造成菌株的生長停止，而在

暗醱酵產氫方面控制不同程度的 pH 值會影響產氫酵素活性甚至整體代謝

路徑，造成最終產物的不同（Wang and Wan, 2009）。醱酵產氫可利用的碳

源物質種類繁多，如糖類、脂質或蛋白質。早期文獻研究中廣泛研究的基

質為蔗糖與澱粉，近期轉而利用低成本的有機廢棄物質。而菌株合成蛋白

質的氮源物質分為有機氮與無機氮，而離子電荷不同對於微生物代謝亦有

差異，其中成分複雜的有機氮源為提供化學物質無法取代的生長輔因子

（cofactor）。上述碳氮源物質濃度過高時會抑制菌株生長，影響產氫表現。 
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2.3 Clostridium 梭狀芽孢桿菌屬 

2.3.1 Clostridium 分類 

根據 Bergey’s Manual 將 Clostridium 菌屬歸類於 Firmicutes 厚壁門。如

同命名一般，此門菌株表面包覆有堅硬的細胞壁結構，主要成分為胞壁酸

（Muramic acid）。所屬的 Clostridia 綱包含龐大數量的目、科與屬且發源

於地球大氧化事件（Great Oxidation Event）之前（Johnson and Francis, 1975），

因此可以視為好性氧 Firmicutes 門菌株（如 Bacilli）演化的祖先。梭狀芽

胞桿菌屬（Clostridium）外型大部分為紡錘狀梭形，生化特性具有代謝醱

酵醣類或蛋白質產生有機酸能力，另有四大特徵：（1）桿狀外型（2）逆

境條件時會形成內孢子（Endspore）（3）無法進行硫酸還原作用（4）厭氧

生長但對於氧氣濃度耐受範圍較廣（Stackebrandt and Rainey, 1997）。

Clostridium 菌屬最早於 1981 年並提出，其後陸陸續續歸類新發現菌株至

此菌屬或深入研究並重新審查，受限於分子生物與鑑定技術發展近代才發

展至成熟，許多 Clostridium 菌屬分類底下菌株出現誤判情況，直到 1994

年 Collins 等學者對於此菌屬親緣分類進行精確分析（Collins et al., 1994）。

以基因序列作為親緣分類依據，Clostridium 菌屬演化樹圖呈現非單系類群

（Monophyletic grouping）而是會形成數個不連貫的群集（Clusters）的異

源群聚（Heterogeneous assemblage）(Wiegel et al., 2006)，將已知 Clostridium

菌屬分為 20 個群集（Clusters），分別為 Cluster I、II、III、IV、V、VI、

VII、VIII、IX、X、XI、XII、XIII、XIVa、XIVb、XV、XVI、XVII、XVIII

與 XIX。以嚴格的分類來說，Cluster I 為典型 Clostridium 菌屬群集（相對

相似度 94－99％），半數以上的菌株歸類在此，包括代表菌株（Type species）

同時也是最早被發現的梭狀芽孢菌 Clostridium butyicum，為一株中溫產丁

酸菌株。
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2.3.2 Clostridium 產氫能力菌株 

Clostridium 菌屬微生物分布範圍相當廣，於下水道、土壤底泥、動物

瘤胃或人類腸胃道都有發現此類微生物的研究報告，以上環境亦有發現代

表菌株 Clostridium butyicum 的蹤跡（Cato et al., 1986），其中少數為致病菌

如引發食物中毒的Clostridium perfringens或破傷風桿菌Clostridium tetani，

大多為腐生性細菌（Hippe et al., 1991; 徐, 2007）。 

因為厭氧菌株生長不需氧氣（甚至具有毒性）並根據產氫酵素對於氧

氣敏感特性，且以熱力學角度來看，相對厭氧微生物較不需消耗大量 ATP

代謝基質產生氫氣，自然環境中由結構複雜的微生物族群進行厭氧消化有

機物質，隨後由甲烷菌群（Methanogen）快速消耗氫氣產生最終產物甲烷，

造成氫氣無法累積使整體反應偏向甲烷化。由於 Clostridium 會產生孢子特

性，使用動力學調控、熱休克處理（Heat-shock treatment）與添加化學藥

劑等方式抑制甲烷菌，至於梭狀芽孢菌於不利生長環境則會形成孢子，新

陳代謝停止並進入休眠狀態，能夠抵禦高溫、輻射、乾燥、極端 pH 值甚

至有毒物質存在（Valdez-Vazquez et al., 2009）。許多文獻研究以此方式於環

境中分離與純化 Clostridium 厭氧產氫菌（Sparling et al., 1997; Chen et al., 

2001; Cheong and Hansen, 2006）。 

Clostridium 菌屬微生物具有優異產氫能力以外，更包含基質利用的靈

活性與多樣性、合成有經濟價值的副產物以及對於代謝產物與基質濃度的

良好耐受性等優勢，下列 Table 2-1 綜合歷年文獻研究報告厭氧產氫

Clostridium 菌株與產氫能力比較。 
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Table 2-1 Fermentative hydrogen production for Clostridium class 

Inoculum Substrate Maximum hydrogen yield References 

Clostridium acetobutylicum Glucose 2.0 mol/mol glucose Chin et al., 2003 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Glucose 1.08 mol/mol glucose Zhang et al., 2006 

Clostridium acetobutyricum M121 Glucose 2.29 mol/mol glucose Lin et al., 2007 

Clostridium beijerinckii L9 
Glucose 2.81 mol/mol glucose Lin et al., 2007 

Clostridium butyricum CGS5 Xylose 0.73 mol/mol xylose Lo et al., 2008 

Clostridium butyricum CGS2 Starch 9.95 mmol/g COD Chen et al., 2007 

Clostridium butyricum EB6 POME 3.2 L/L med Chong et al., 2009 

Clostridium butyricum ATCC19398 Glucose 1.8 mol/mol glucose Lin et al., 2007 

Clostridium butyricum TISTR 1032 Sugarcane bagasse 9.61 mmol/g total sugar Pattra et al., 2008 

Clostridium pasteurianum CH4 Sucrose 2.07 mol/mol hexose Lo et al., 2008 

Clostridium paraputrificum M-21 Chitinous wastes 2.2 mol/mol substrate Evvyernie et al., 2001 

Clostridium thermocellum 27405 Cellulosic biomass 2.3 mol/mol glucose Levin et al., 2006 

Clostridium thermolacticum Lactose 3.0 mol/mol lactose Collet et al., 2004 

Clostridium tyrobutyricum FYa102 Glucose 1.47 mol/mol glucose Lin et al., 2007 

Clostridium sp. strain no. 2 Cellulose 0.3 mol/mol glucose Taguchi et al., 1996 

Clostridium sp. Fanp2 Glucose 0.2 mol/L medium Pan et al., 2008 
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2.3.3 Clostridium 產氫機制與路徑 

Clostridium 菌株產氫機制為厭氧環境下分解複雜結構有機物質轉換成

為氫分子，為厭氧消化過程的一部分。厭氧消化過程如 Fig. 2-1 分為四個

步驟、五大族群微生物共同作用。首先【a】醱酵菌進行水解（Hydrolysis, 

I）複雜結構的固態有機聚合物（如多醣類或蛋白質等）形成單體分子，隨

後醱酵（Fermentation, II）成為低分子量的有機酸或醇之混合液，【b】以

上醱酵產物由產氫醋酸菌作用進一步轉換成為氫氣與醋酸，酸化

（Acetogenesis, III）以【c】醋酸微生物族群（Acetogens and homoacetogens）

進行轉換氫氣與二氧化碳成為醋酸的可逆反應，並且與【d】嗜氫甲烷菌

形成互營共生作用（Syntrophic associations）以及最後【e】嗜醋酸甲烷菌

進行甲烷化（Methanogenesis, IV）形成二氧化碳與甲烷（Angenent et al., 

2004）。 

 

Figure 2-1 Intricate food web of methanogenic anaerobic digestion. Several 

trophic groups of microorganisms work together to convert complex organic 

material into methane and carbon dioxide. 
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以葡萄糖為碳源基質探討Clostridium菌株醱酵代謝途徑，如Fig. 2-2 所

示。由途徑中可見葡萄糖分子進行糖解作用，生化上又稱為EMP途徑

（Embden-Meyerhof-Parnas pathway），過程中轉換葡萄糖形成兩分子丙酮

酸（Pyruvate）與NADH，經由氫化酵素（Hydrogenase）與鐵氧化還原作

用（ferredoxin）釋放氫氣。代謝期間若傾向產生醋酸路徑則產氫量較高，

若NADH累積則導致反應傾向產醇類或丁酸途徑，氫氣產量降低，因為

Acetyl-CoA反應走向生產丁酸路徑的Butyryl-CoA時會消耗掉NADH，導致

鐵氧化還原酵素只能產生兩分子氫氣，若反應走向Acetyl-phosphate則不消

耗NADH，產生四分子氫氣，總反應如式2-2。 

C6H12O6 + 2H2O → 2CH3COOH + 4H2 + 2H2O 

C6H12O6 + 2H2O → C3H7COOH + 2H2 + 2CO2 （2-2） 

根據以上問題，多數研究指出控制基質濃度能有效影響產氫路徑，當

基質濃度越大相對產氫速率提高但氫氣產量會降低，原因為Ferredoxin會累

積高能型態NADH
+，反應轉而產生乙醇而非氫氣或有機酸（Oh et al., 2002），

亦有Clostridium菌株不同暗醱酵產氫實驗條件中，偵測到乙醇產生則該實

驗組氫氣產量大幅降低的情況（Cai et al., 2011）。即使途徑轉向較高還原

態有機酸，但部分代謝產物仍具有經濟價值，如丁酸為具替代性燃料潛力

的丁醇之前驅物質（Lee et al., 2008）。 

Clostridium產氫菌株生長多為中溫與高溫，而文獻研究指出高溫無論

對於有機物降解或醱酵產氫皆為有利，且如甲烷菌等大部分耗氫微生物生

長於中溫，如此溫度差異能減少污染機會並提高氫氣產量（徐, 2007）。 
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Figure 2-2 Hydrogen formation pathways in anaerobes.【1】Formate pathway in 

E. coli; and【2】Ferrodoxin pathway in Clostridium sp.（Cai et al., 2011）.
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2.4 微生物鑑定與分類 

2.4.1 分類方式（廖, 2004） 

微生物分類依據方法很多，早期藉由微生物型態（菌落型態與顯微鏡

觀察）、運動性（周毛、纖毛與鞭毛）、培養特性（溫度、pH 與氧氣）、生

理生化特性、化學組成、生態特性以及遺傳特性等等。其中微生物分類方

式包括原核細胞與真核細胞為分別，之間的差異在於真核細胞韓有粒線體

或葉綠體等胞器、能夠進行有絲分裂以及有明顯的核膜構造包覆遺傳物質，

常見的真核微生物為真菌與酵母菌，而相對原核生物並無胞器結構、進行

減數分裂以及遺傳物質聚集在細胞中間形成類核區，而原核微生物根據結

構與特性不同，又分為古細菌（Archaea）與細菌（Bacteria），而分子生物

方式分析發現，古菌轉錄轉譯方式與細菌差異甚大，聚合酶種類繁多，反

而較為接近真核生物特性。外部無細菌細胞壁的肽聚糖構造，亦別於真菌

的幾丁質或是植物細胞的纖維素，細胞膜的部分也主要雖為磷酯類結構，

但並非如同其他生物為酯類鍵結而是醚類鍵結的方式，且磷酯結構側鏈並

非脂肪酸，主要為異戊二烯（Isoprenoid）連接成為 20 個長鏈碳原子的側

鏈，側鏈彼此互相銜接成為環狀結構使得細胞膜結構穩定，足以承受遠古

時候極端環境（高鹽或高溫）。 

雖然從古至今純化分離出來的菌株種類繁多而衍生出許多分類方式，

但自然界 99％微生物仍無法由人工方法於實驗室培養出來（Wayne et al., 

1987; Ward et al., 1992; Amann et al., 1995），文獻研究統計將分離微生物與

原始環境總細胞數相比，相對百分比差異甚大（Amann et al., 1995），故無

法進行生理生化特性的鑑定。應用近代發展的分子生物技術於微生物分類

鑑定領域，發現即使看似差異甚大的微生物在 DNA、RNA 與蛋白質所獲

得的訊息上，親緣特性分析可能來自相同祖先，微生物分類名著 Bergey’s 
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Manual 中亦提到分子生物分析後許多微生物歸類大幅調動，解答過去分類

誤判與無法解釋之現象。使用分子序列分析能夠不經過分離培養方式直接

對環境樣本分析，能有效解決傳統方法的缺點也反映出生物演化的訊息，

因此成為目前演化分類的重要依據(Woese, 1987)。 

微生物分類分子生物分析主要是核醣體中 DNA，原核生物體內攜帶遺

傳訊息的物質存在於核醣體、質體等，而目前分類重要依據為參考核醣體

中的核醣核酸（Ribosomal ribonucleic acid; rRNA），具有普遍統一性

（Universial distribution）、高度保守性（High conservation）且演化速率慢

或稱序列保留性高之優勢，無論真核或原核生物的生物體內皆具有 rRNA，

所有微生物必要之主要胞器且功能在所有核糖體中相同，同時其含量與生

物體之成長速率成正比，而且結構或序列上均有極大之相似度，即包含可

變和穩定序列，所以親緣關係近和非常遠的微生物都能比較。核醣體分為

大次單元（Large subunit）與小次單元（Small subunit），為細胞轉譯遺傳

訊息合成蛋白質的重要場所，為生物細胞中含量最豐富的胞器，原核生物

核醣體約佔細胞乾重的 20％，其中大次單元中包含 34 種蛋白質與兩種核

酸成分 5S rRNA（about 120 bp）與 23S rRNA（about 3.0 kbp），小次單原

則為 21 種蛋白質與 16S rRNA（about 1.5 kbp）所組成（Olsen et al., 1986）。

文獻研究探討三種不同核酸作為分類依據的合適性，5S rRNA 長度太短，

物種間相似度高突顯遺傳訊息不足，而 23S rRNA 長度序列過長，定序花

費時間太久且準確性要求較高，少用於分類（Gutell et al., 1993）。16S rRNA

序列長度適中，目前普遍應用於原核生物於分子生物分類學之依據

（Ludwig and Schleifer, 1994）。而 16S rRNA 結構中分為較普遍性與保守性

Universal 區段與變異性 Variable 區段，為分子生物技術中引子設計的參考

關鍵。 
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2.4.2 PCR-DGGE 

遺傳指紋譜技術（Genetic fingerprinting techniques）應用於探討微生物

群集結構與變化的情形。利用電泳方式使原本攜帶負電荷 DNA 於電場中

向正電極泳動，同時間利用膠體物質形成網狀結構使不同片段大小與變性

程度之DNA泳動率產生差異，藉以區分不同微生物來源之 DNA（Hill et al., 

2000）。變性梯度膠體電泳（Denaturing gradient gel electrophoresis; DGGE）

技術於早在 1979 年就由 Fischer 與 Lerman 學者提出並發展，之後才應用

於生態學探討菌群變化（Muyzer et al., 1993）。而 DGGE 特殊圖譜能夠呈

現出整體菌群近乎 1％變化差異，膠片上單一亮帶（Band）並非完全代表

單一菌株，因為技術限制導致比對序列長度不足，無法精準分類至菌種層

級作為分類單位，此時需引入生物統計中 OTUs（operational taxonomic units）

概念，以 OTU 為最小分類單位進行亮帶分析，根據出現位置以及數量多

寡做權重計算（weight algorithm，根據亮帶出現與否標記為 0 或 1，若分

析結果的亮帶樣本數多則更具鑑別性），始能進行各採樣點生態歧異程度

比較。若控制 DNA sample 注入量更可由亮帶濃淡判斷該菌株豐富程度，

因此適合研究自然環境中微生物族群的消長情形（Bertoldi et al., 1983; 

Fermor et al., 1985）。 

變性梯度膠體電泳原理如以下：首先萃取出混合菌群的染色體 DNA

進行 PCR 片段擴增，此時挑選一端引子添加連續 30－50 個 G 或 C 鹼基的

GC-clamp 設計，作用在於防止變性劑過度反應使雙股 DNA 在鹼性梯度下

完全解開為單股 DNA，使電泳解析能力下降。（Lowe et al., 2002; Muyzer 

and Smalla, 1998）。而 DGGE 電泳前的 PCR 產物製備，主要針對細菌 16S 

rDNA 的變異區（Variable）V3-V5 區域間進行 PCR，各菌株於此區域的變

異程度高，較容易區分不同種類菌株相同區段的差異，過去文獻指出使用

此 V3-V5 區間進行片段擴增相較於其他變異區，更適合作為探討環境中微
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生物族群分布之研究（Yu and Morrison, 2004）。由於 DGGE 技術受限於核

酸片段長度的限制（最適為 500-700 bp），對於數千鹼基對的染色體 DNA，

其中包含其它具核酸序列訊息物質，如核糖體大次單元中的 23S rDNA、

mRNA 等，若直接設計目標片段引子容易產生錯誤的黏合，擴增出非目標

的片段序列，造成洋菜膠電泳與變性梯度電泳的誤判，故使用巢式 PCR

（Nested-PCR）技術，先設計一較大核酸片段引子（其中涵蓋目標片段）

進行第一次 PCR，再將此片段擴增產物以目標片段引子進行第二次 PCR，

此方法使用兩組引子更精準的針對目標片段的進行擴增，專一性也更為良

好。 

將微生物菌群中各菌株 DNA 片段擴增出相同長度序列片段，其後將

此 PCR 產物注入變性梯度膠片，電泳過程中序列組成不同變性程度亦相異，

造成泳動速率不同而達到分離不同序列目地。製作 DGGE 膠片時加入尿素

與甲醯胺等物質能使 DNA 鹼基對間氫鍵斷裂（變性作用），DNA 雙股結

構互補鹼基 A 與 T 之間有兩對氫鍵而 G 與 C 之間有三對氫鍵而產生結合

力不同，故 AT 與 CG 於序列中位置、數量差異使變性時雙股 DNA 序列開

鏈程度不相同，造成泳動時穿過聚丙烯醯胺（Polyacrylamide）膠體形成之

網狀結構難易程度不同，進而分離出各菌株某相同長度片段序列差異造成

電泳時於膠片上位置差異。應用 DGGE 鑑定環境樣本菌群變化實驗操作過

程與原理示意圖如 Fig. 2-3。 
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Figure 2-3 Principle of denaturing gradient gel electrophoresis. 
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第三章 材料與方法 

3.1 實驗流程設計 

  本研究針對草食性綠鬣蜥（Iguana iguana）之糞便中微生物，探討其

中纖維水解與醱酵產氫微生物菌相組成，進一步利用厭氧滾管技術

（Hungate roll tube technique）成功從糞便混菌中成功分離出一株嗜熱性產

氫菌，探討其生理生化特性、最佳生長參數以及使用分子生物技術鑑定菌

種親緣關係。本研究之實驗流程圖如 Fig. 3-1。 

3.2 菌種來源 

 本研究所使用原產地南美洲之陸生蜥蜴－草食性綠鬣蜥之糞便做為植

種來源，文獻指出年幼期綠鬣蜥具有吞食成年蜥蜴糞便特性，以維持代謝

難分解素食來源食物之穩定菌群（Burghardt, 2004）。在研究室中以纖維素

為唯一碳源進行繼代培養，得到一高效率纖維水解醱酵產氫混合菌群。培

養方式為使用 200 ml 厭氧血清瓶，加入 90 ml 嗜熱性厭氧培養基與 10g 蜥

蜴糞便，使用纖維素 α-cellulose （Sigma, USA）5 g/l 作為碳源，於高溫（55
o
C）

厭氧條件批次培養。繼代培養以菌液與培養基體積 1：9 比例接種，分析

混合菌相結構與纖維水解與產氫相關性。 
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Figure 3-1 Flowchart of experimental design. 
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3.3 菌種培養與純化 

3.3.1 除氧步驟 

 本研究使用 Hungate 氏除氧步驟（Hungate, 1969; Bryant, 1972）建立加

氣站系統去除氧氣以維持微生物培養與實驗操作時絕對厭氧情形，加氣站

裝置配置如 Fig. 3-2。加熱包包覆一中空玻璃管柱，管柱內裝有銅絲。加熱

包預先加熱至 250-270
o
C，使用高氣密度銅管或塑膠軟管連接，操作實驗

前先通入氫氣還原銅絲，待銅絲還原成粉色金屬光澤，始操作實驗。實驗

中氣體鋼瓶中殘存氧氣通過管柱與高溫（約 250
o
C）銅絲接觸反應後形成

氧化銅，達到氣體純化除氧步驟，反應式如下（3-1）。 

2Cu + O2 → 2CuO 

CuO + H2 → Cu + H2O      （3-1） 

 

Figure 3-2 Schematic diagram of Hungate gas station. 
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3.3.2 厭氧培養基 

 本研究使用之培養基為嗜熱性厭氧菌培養基（Thermophilic anaerobic 

medium; TA medium）（Huang et al., 1988），培養基製備方式為：基本培養

基 a 成分，每公升試劑水含有 CaCl2．2H2O，0.05 g、MgCl2．6H2O，0.1 g、

(NH4)Cl，1.0 g、K2HPO4，0.4 g、resazurin，0.0005 g 以及 trace element solution，

1.0 ml。其中 trace element solution 儲備溶液成分為每公升去離子水中先加

入 37 ％HCl，1.0 ml、Na2EDTA，0.5 g 使溶液呈酸性再加入其他螯合金屬

鹽類：CoCl2，0.05 g、CuCl2，0.03 g、FeCl2，2.0 g、MnCl2，0.05 g、NiCl2，

0.05 g、ZnCl2，0.05 g、AlCl3，0.05 g、H3BO3，0.05 g、Na2SeO3，0.1 g 與

(NH4)6Mo7O24，0.05 g。加入上述藥劑定量後於圓底燒瓶內並曝氮氣煮沸，

轉換為曝 CO2（20％）/N2 氣體待冷卻至 60
o
C 加入 b 成分為每升試劑水包

含 L-cysteine，0.5 g 用以還原培養基以及 NaHCO3，3.9 g 增加鹼度。此時

添加的 Resazurin 指示劑呈粉紅色，若完全置換氧氣後會變成透明無色，

始加入 Hungate 試管或厭氧血清瓶並以高氣密性橡膠塞配合螺旋蓋或鋁

蓋進行密封達到厭氧之目的，進行高溫高壓滅菌（121
o
C、1.2kg/cm

3，30

分鐘）。有別於一般滅菌程序，將時間提高到 30 分鐘能有效殺死具產孢

子能力微生物（Wiegel et al., 2006）。滅菌後加入已厭氧滅菌處理的 c 成

分每升試劑水Na2S．9H2O，0.25 g為還原劑以及適當碳源與營養成分（yeast 

extract，1.0 g、peptone，1.0 g 與 vitamin solution，10 ml），而 vitamin solution

儲備溶液成分為每升去離子水包含 Biotin，2.0 mg、Riboflavin，5.0 mg、

Vitamin B12，0.1 mg、DL-Ca-pantothenate，5.0 mg、Pyridoxine-HCl，10.0 

mg、Thiamine-HCl，5.0 mg、Folic acid，2.0 mg、Lipoic acid，5.0 mg、

Nicotinic acid，5.0 mg與 P-aminobenzoic acid，5.0 mg，因維他命溶液不耐

高溫滅菌，需用 0.22μm 孔徑濾膜過濾除菌。植種體積為最終體積之 10％。 
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3.3.3 菌株分離 

 本研究使用熱休克處理（Heat-shock treatment）與厭氧滾管（roll-tube）

技術（Hungate, 1696）分離醱酵產氫純菌。實驗過程將裝有培養菌液之厭

氧血清瓶隔水加熱，待中心溫度上升至100
o
C後維持0、10、30與60分鐘，

進行鏡檢與個別接種至TA培養基。鏡檢使用位相差顯微鏡（Phase contrast 

microscope）觀察菌體破壞與孢子產生情形，並在繼代培養期間分析甲烷

產量，以能完全抑制甲烷菌且不造成產孢菌株死亡為最佳處理時間。 

 將上述熱休克處理後培養之菌液做為接種來源，使用Hungate厭氧滾管

技術分離單一菌落。實驗過程以TA培養液添加25 g/l瓊脂（Agar）製備成

固態培養基，操作前將無菌培養基隔水加熱並維持60
o
C溶融狀態，以2 g/l 

葡萄糖作為碳源，已溶融瓊脂之試管植入菌液並吸取體積10％至下一支試

管達連續稀釋效果，分別混合均勻後將試管水平平置於冰水浴（增加瓊脂

於高溫培養下強度）快速撥動旋轉約30秒，此時已接種之固態培養基凝固

成一白色層包覆於試管內壁，靜置培養於55
o
C培養箱。待菌落形成後，以

橡膠軟管連接無菌Pasteur pipet（Kimble & Chase, New Jersey）玻璃毛細滴

管尖端將菌落連同瓊脂吸取挑起植種於液態培養基，置於55
o
C下培養。上

述實驗過程器材與培養基全程以厭氧加器站曝含CO2之氮氣混合氣維持厭

氧狀態（以Resazurin指示劑為無色作為判斷依據）。此滾管挑菌步驟需進

行重覆三次以上確保菌株純度，實驗最終以顯微鏡觀察菌相並分析氣體產

物組成，挑選一株產氫能力較佳之菌株暫名為GI512，進行為後續生理、

生化特性研究。 
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3.4 分析方法 

3.4.1 生理特性（Physiological characterization） 

3.4.1.1 菌株觀察（Morphology） 

 根據實驗需求不同，分別使用光學顯微鏡（Model CX21, Olympus, 

Japan）與位相差顯微鏡（Model BX53, Olympus, Japan）。光學顯微鏡使用

於胞器或革蘭氏染色前處理之檢體觀察，方便辨別區域性顏色變化。位相

差顯微鏡使用聚光鏡將發散的光線集中成平行光線通過檢體，而根據檢體

各部分折射率的不同與背景形成對比程度差異的明暗區域，調整焦距使欲

觀察區域聚焦於位相板上，特別適合觀察活體，無論是在外型、內孢子與

移動性都可直接觀察而不需破壞性或侵入性的前處理步驟（如熱固定、染

色等）。為便於觀察，可使用 15 g/l Agar 固定檢體以利拍照。 

3.4.1.2 穿透式電子顯微鏡（Transmission electron microscopy; TEM） 

 使用前須進行樣品前處理，吸取培養至對數生長期之菌液滴至鍍碳銅

網（Formvar film/Carbon-coated copper net）上，靜置 6 分鐘使菌體沉澱，

以濾紙吸取多餘菌液。隨後滴上 6 ％醋酸鈾（Uranyl acetate）負染色 10

秒。醋酸鈾負染具有強烈對比容易觀察外，對於膜狀結構的保存性較佳，

可有效防止磷酸脂質流失，保留菌體原始外貌。樣本製備完成後使用穿透

式電子顯微鏡（JEM-1200CX II, JOEL, Japan）觀察。 
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3.4.1.3 革蘭氏染色（Gram staining） 

 革蘭氏染色是微生物鑑別染色法（Differential staining）的重要方法之

一，根據細胞壁結構不同可分為兩大類菌，即革蘭氏陽性菌（Gram-positive; 

結果呈藍紫色）與陰性菌（Gram-negative; 結果呈紅色）。使用市售染色套

件（Gram stain kits ＆ Reagents; Difco; USA）進行細胞染色，將培養至對

數生長期之菌液塗抹於載玻片上自然風乾與熱固定。首先以結晶紫（Crystal 

violet）染色並用試劑水清洗，再滴上碘液與結晶紫形成細胞內複合物，之

後以脫色劑（Acetone: Isopropanol = 1: 3）清洗，此時醇類造成細胞壁脫水

且溶出脂質，陽性菌細胞壁厚且脂質結構少，使複合物無法滲透出來；陰

性菌則相反。最後使用沙番紅（Safranin）染色時則容易附著至陰性菌，形

成顏色差異。 

3.4.1.4 莢膜染色（Capsule staining） 

 莢膜為細菌分泌的高含水量膠狀物質，主要附著在細胞壁並圍繞細胞，

功能為保護細胞防止被吞噬，成分多為聚醣類或醣蛋白，致病菌若具有莢

膜結構時其毒性與致病力較強。染色時先以結晶紫將菌體與莢膜一併染色，

此時染劑微弱附著莢膜上，再以 20 ％硫酸銅（Copper(II) sulfate 

pentahydrate）溶液脫色並複染莢膜，最後以明視野顯微鏡觀察。 

3.4.1.5 聚-β-羥丁酸顆粒染色(poly-β-hydroxybutyrate; PHB staining） 

 聚-β-羥丁酸（PHB）為聚羥基脂肪酸酯類（polyhydroxyalkanoates; PHA）

是微生物在代謝過量碳源基質時能量儲存物質，累積於微生物內含體

（Inclusion body）特殊結構中。菌液塗抹於玻片風乾，以 0.3 ％（w/v 溶

於 70 ％乙醇）脂溶性染劑蘇丹黑染色 15 分鐘，以 96 ％二甲苯（Xylene）

脫色後以試劑水清洗，以沙番紅（Safranin）20 g/l 針對胞質染色，光學顯

微鏡觀察黑色 PHB 顆粒結構。  
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3.4.2 生化特性（Biochemical characterization） 

3.4.2.1 微生物生長（Microbial growth） 

 本研究由綠鬣蜥糞便篩選之醱酵產氫純菌 GI512 已可溶性碳源葡萄糖

為生長測試基質，使用分光光度計（Spectrophotometer SPECTRONIC
®

 20D
+
, 

Spectronic Instruments, USA）在波長 600 nm 分析吸收之光密度（Optical 

density），測量菌液濁度作為菌株之生長情形。 

3.4.2.2 最適生長溫度（Optimal temperature） 

 以濃度 5g/l 葡萄糖作為 TA 培養基單一碳源並添加 1g/l Yeast extract 測

試 GI512 菌株最適生長溫度，以 35、45、55 與 65
o
C 範圍條件監測菌株生

長情形。 

3.4.2.3 最適生長 pH（Optimal pH） 

 不同pH值條件控制使用類似於血液中的緩衝溶液系統（Bicarbonate 

buffer system），主要是碳酸氫根離子HCO3
-與氣態CO2的調控，化學平衡

式為（3-2），培養基配置的方程式為 Henderson-Hasselbalch（Esser, 2010）

（3-3）。設計測試範圍為pH 6.34－8.82。以濃度5 g/l葡萄糖添加1 g/l Yeast 

extract於最適生長溫度下測試GI512生長情形。 

CO2 + H2O + O2 +  2  【CO2 + H2O  HCO3
 + H 】（3-2） 

（Gas phase in headspace）        （Liquid phase in medium） 

 

 H     +    ( 2
  ⁄        

2      
  )     （3-3） 
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3.4.2.4 過氧化氫酶測試（Catalase assay） 

 因為厭氧微生物體內不具有產生過氧化氫酶能力，生長於含氧環境無

法將累積的過氧化氫分解成水和氧氣，最終導致菌體死亡。本實驗使用大

腸桿菌（Escherichia coli）與金黃色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）作

為參考菌株，培養至對數生長期後滴取 3 ％H2O2 測試細胞代謝情形，若

有過氧化氫酶會形成氣泡（徐, 2004）。 

3.4.2.5 不同基質代謝能力 

 本實驗使用兩種市售厭氧菌鑑定套件（API 20A、Biolog AN microplate）

進行不同基質代謝測試，因為單一培養盤上設計多種基質，可快速分析厭

氧菌株基質代謝能力（Appelbaum et al., 1983）。將菌株培養至對數生長期

以不含碳源之 TA 培養基清洗三次，接種後於 36±2
o
C 培養 24 小時，根據

說明書指示記錄呈色結果。Biolog AN microplate 有 96 種不同基質，主要

為醣類與胺基酸，若菌株代謝該機質產生酸化反應會呈現紫色結果。API 

20A 測試基質包括 L-tryptophane、Urea、D-glucose、D-mannitol、D-lactose、

D-saccharose、D-maltose、Salicin、D-xylose、L-arabinose、Gelatin、Esculin、

Glycerol、D-cellobiose、D-mannose、D-melezitose、D-raffinose、D-rhamnose

與 D-trehalose。根據說明書添加菌液與藥劑（INDole 測試注入礦物油、

GELatin 填滿菌液），培養後添加指示劑（INDole 添加 XYL 試劑混合均勻

靜置 2-3 分鐘後再添加 HER 試劑靜置 5 分鐘、UREase、GELatin 與 ESCulin 

除外、其餘測試組加入 BCP 試劑後觀察）待顏色變化穩定後記錄結果。 

 AN Microplate 相關文獻提出若菌株本身具產生色素能力會造成判斷

誤差（Bochner, 1989），其中針對結果與API 20A結果衝突部份（Cellobiose、

Glycerol、Lactose、Xylose）以及上述套件未包含之基質成分（Cellulose

與Xylan）進行批次培養實驗，條件為測試基質 5 g/l濃度加 1 g/l yeast extract



 

27 
 

於最適培養溫度與 pH 下，監測生長情形並再次確認基質代謝結果。 

3.4.2.6 Yeast extract 與 Peptone 添加測試 

 由先前實驗發現厭氧產氫菌GI512於未含yeast extract與peptone之TA培

養基生長情形不佳。對於微生物生長，yeast extract提供輔因子（co-factor）

而peptone提供所需蛋白質，但因為兩種物質成分複雜，仍未有明確營養來

源分界。本實驗探討5g/l葡萄糖為TA培養基單一碳源條件於最適培養溫度

與pH下，添加1 g/l yeast extract與/或peptone，探討yeast extract或peptone對

於GI512菌株生長之影響。 

3.4.2.7 生長氮源探討（NH4Cl,N2,Urea,peptone） 

 本實驗探討菌株對於生長氮源的利用情形，以不含NH4Cl並瓶頂空間

曝氬氣之TA培養基與為一碳源葡萄糖5 g/l作為實驗控制組，添加1 g/l 

NH4Cl、Peptone、Urea以及瓶頂空間曝氮氣，於最適溫度與pH下培養並監

測生長，探討不同類型氮源（無機氮或有機氮）對於GI512菌株生長之影

響。 

3.4.2.8硫酸鹽類還原能力測試（Sulfate Reduction assay） 

 本實驗使用各種不同硫原子價數之硫酸鹽類進行菌株還原能力測試，

其中文獻與預實驗結果顯示，添加較低濃度yeast extract對於菌株不同變因

生長探討差異較為明顯（Soh et al., 1991），故後續添加營養物質對於菌株

生長影響實驗以較低濃度yeast extract提供輔因子。5 g/l葡萄糖為TA培養基

單一碳源，添加0.5 g/l yeast extract以及1 g/l硫酸鈉（Na2SO4）、亞硫酸鈉

（Na2SO3）與硫代硫酸鈉（Na2S2O3）於最適培養溫度與pH下監測生長情

形（Holt and Krieg, 1994）。



 

28 
 

3.4.2.9 硝酸鹽還原能力測試（Nitrate Reduction assay）  

 添加濃度過高硝酸鉀（KNO3）對部分具硝酸鹽還原能力菌株有毒性

（Knapp, 1988），故本實驗使用5g/l葡萄糖為TA培養基單一碳源，添加0.5 

g/l yeast extract與1 ％、0.1 ％與0.01 ％硝酸鉀，於最適培養溫度與pH下

監測生長情形。 

3.4.2.10 抗生素耐受測試（Antibiotic susceptibility assay） 

 本實驗針對抗生素反應機制不同，選擇五種抗生素Ampicillin（影響細

胞壁組成）、Kanamycin（影響轉譯）、Penicillin（影響醣胜肽合成）、

Polymyxin B（影響多胜肽結構）與Vancomycin（影響細胞壁合成）（Baron, 

1996），並參考抗生素耐受實驗設計手冊（Coyle, 2005），設計不同抗生

素濃度32、16、8、4、2、1與0.5 μg/l，以0.2 μm孔徑之無菌濾膜過濾抗生

素溶液後加入培養基，以培養總體積10 ml監測生長情形，觀察抗生素對於

菌株為抑菌或殺菌反應，尋找抗生素最小抑制濃度（Minimum inhibitory 

concentration; MIC）。 

3.4.3 分子生物技術與菌相分析 

（Molecular biological and microbial community assay） 

3.4.3.1 染色體 DNA 萃取（Chromosomal DNA extraction） 

 本實驗參考修改苯酚及氯仿萃取法（Phenol/chloroform extraction 

method）進行菌株染色體DNA的萃取（Barns et al., 1994）。操作前預先配

製儲備溶液Solution I，成分為50 mM Glucose、25 mM Tris-HCl（pH 8.0）

以及10 mM EDTA（pH 8.0）。配製反應Solution II，成分為0.02 g 

Lysozyme/ml Solution I，於4
o
C預冷。培養菌液經13000 rpm離心5分鐘蒐集

菌體後，去除上層液以0.5 ml無菌水懸浮細胞。重覆上述清洗細胞步驟二
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次後，加入500 μl冰Soultion II於37
o
C反應30分鐘，使Solution II中Lysozyme

充分溶解細胞壁。隨後加入25 μl的20 ％SDS界面活性劑上下搖晃一分鐘溶

解細胞膜，加入20 μl Proteinase K與10 μl RNase置於37
o
C反應40分鐘，每5

分鐘取出輕輕搖晃一次，充分混合藥劑並避免裸露DNA斷裂。之後以13000 

rpm離心5分鐘取上層液至無菌的離心管，再加入同樣本體積（25：24：1; v/v）

Phenol/chloroform/isoamyl alcohol溶液上下搖晃1分鐘，以13000 rpm離心5

分鐘，此時會呈現三層物質－上層含純化DNA的水層、中間為RNA與蛋白

質等等的有機物沉澱以及最底層有機溶劑，小心吸取上層液至無菌離心管

並重複上述萃取步驟三次。最後加入上清液2.5倍體積的100 ％分生級酒精，

輕輕上下搖晃，若有白色棉絮狀DNA物質出現，以13000 rpm離心5分鐘，

去除上清液後自然風乾，加入50-100 μl TE Buffer（成分為每升去離子水含

Tris-Cl，10 mM 與Na2EDTA，1.0 mM）溶解沉澱物後保存於-20
o
C冰箱。

若無白色棉絮狀物質出現，加入1/5倍體積7.5 M 醋酸銨與2.5倍100 ％分生

級酒精（包含鹽類溶液體積）置於-70
o
C冰箱再沉澱1小時以上，以醋酸銨

配合酒精沉澱效果優於文獻研究添加醋酸鈉沉澱（Grouse, 1987）。隨後以

13000 rpm離心5分鐘去除上清液，以TE Buffer回溶DNA保存在-20
o
C。 

3.4.3.2 DNA 濃度檢測與定量（DNA quantification assay） 

 將萃取完成之DNA樣品稀釋適當濃度，以SHIMADZU UV mini-1240 

spectrophotometer波長在260 nm與280 nm個別分析DNA與蛋白質或酚類之

吸光值。核酸純度計算方式為260 nm吸光值/280 nm吸光值比值，Abs260/A280

比值介於1.8至2.0為較佳DNA純度範圍，比值太大需降低酒精干擾，比值

太小需再次沉澱去除蛋白質或萃取殘留酚干擾。而DNA濃度以260 nm吸光

值依照公式（3-4）乘以稀釋倍數計算。 

  (    ⁄ )  O 26              C                    (    ⁄ ) 

  u    O 26       (    ⁄ )      u                  （3-4） 
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3.4.3.3 洋菜膠電泳（Agarose gel electrophoresis） 

 使用洋菜凝膠（Agarose）凝固會產生多孔洞之特性可有效分離不同分

子量的物質，故根據待分析DNA片段長度不同設計各種濃度洋菜凝膠

（Sambrook and Russell, 2001），使用TAE Buffer（50X TAE buffer成分為每

升去離子水含Tris base，2.0 M、Acetic acid, glacial，1.0 M與Na2EDTA，50 

mM）配製1 ％（不同長度範圍片段適合之洋菜凝膠濃度為700 bp - 25 kb，

0.5 %、500 bp - 15 kb，0.8 %、250 bp - 12 kb，1.0 %、150 bp - 6 kb，1.2 %

與80 bp - 4 kb，1.5 %。另外、明欣定序公司建議使用1.0 %濃度洋菜凝膠

辨識度較佳）洋菜凝膠約15分鐘凝固後，DNA樣品與6X loading dye依5：1

比例混合注入膠片 Well ， Loading dye 組成為 Xylene Cyanol FF 與

Bromophenol Blue兩種不影響DNA泳動之物質做為指示劑調整電泳時間，

以50 V電壓在TAE buffer中電泳25分鐘。之後以溴化乙錠（Ethidium bromide；

EtBr）溶液（25mg/l in TAE buffer）染色約10分鐘，置於UV照膠系統觀察

與後續操作。 

3.4.3.4聚合酶鏈狀反應16S rDNA片段擴增 

（Polymerase Chain Reaction） 

 根據上述兩實驗確認DNA純度與長度後，始進行聚合酶鏈狀反應。本

實驗使用PCR反應器（GeneAmp PCR system 2700, Applied biosystems, USA）

聚合酶鏈狀反應擴增菌株核醣體中16s rDNA片段。原理為添加兩段人工設

計之專一性引子（primers），結構為小片段寡核苷酸（oligonucleotides）

與選定擴增DNA片段兩端互補，實驗操作引子序列如Table 3-1（Johnson, 

1994; Marteinsson et al., 2001; Muyzer et al., 2004）、組成DNA長鍊的四個

單元去氧核苷三磷酸dNTP（dATP、dTTP、dCTP、dGTP）以及進行複製

的聚合酶Tag Polymerase，進行反覆升降溫產生變性（Denaturation）、引
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子黏合（Annealing of primers）與引子延伸（Extension of primers）反應，

實驗設計的目標DNA會以2次方倍數增加提高片段DNA濃度。總反應過程

中聚合酶作用影響產物品質，需調整引子黏合最佳溫度，藉由引子理論黏

合溫度計算式（3-5）或使用梯度溫度PCR反應器（Mycycler Thermal cycle 

PCR, Bio-rad, USA），並以緩衝液調整pH值與調整Mg
2+濃度維持聚合酶活

性，PCR反應溶液成分與加溫程式如Table 3-2，使用引子為27F（5’-AGA 

GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’）與1522R（5’-AAG GAG GTG WTC CAR 

CCG CA-3’）。 

 

   2( +  ) + 4( + C) （3-5） 

 

Table 3-1 Nested-PCR primers used for application of V3-V5 region of 16S 

rDNA in this study（廖, 2004） 

Primer
1
 Sequence（5’-3’） Specificity 

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG Bacteria 

341F +GC
2
 CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria 

926R CCG TCA ATT CTT TGA GTT T  Universal
3
 

1522R AAG GAG GTG WTC CAR CCG CA  Bacteria, Archaea 

(W=A, T; M=A, C; R=A, G) 

1：The numbers used for primer designation indicate the positions on the nucleic acid 

sense strands identical to the 5
′
-end of the forward primers (F) or complementary to 

the 3
′
-end of the reverse primers (R). 

2：GC-clamp = 5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCC GGG GCG GGG GCA CGG 

GGG G-3’, Length = 37 nt. 

3：Specific for three domains; Bacteria, Archaea and Eucarya. 
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Table 3-2 Reagent and temperature program in PCR reaction 

Components Each conc. Final conc. Source 

10x PCR buffer - 1x (contain 15 mM Mg
2+

) QIAGEN 

dNTP mix 10mM 200 μM of each dNTP FINNZYMES 

Primer F 

(27F) 

10 

pmole/μl 

0.2 μM Mission Biotech 

Primer R 

(1522R) 

10 

pmole/μl 

0.2 μM Mission Biotech 

Template DNA - 20 ng/μl  

Tag Polymerase 5U/μl 1.0 U/μl QIAGEN 

dH2O  To 25μl   

Reaction Activation Denaturation Annealing Extension Final 

Temp.(
o
C) 94 94 53 - 60 72 6 

Cycle 1 30 1 

Time(min) 3 1 0.5 - 1 0.5 - 1 10 

3.4.3.5 變性梯度膠體電泳與巢式 PCR 

（Denaturing gradient gel electrophoresis and Nested-PCR） 

 本實驗為瞭解經馴養之蜥蜴糞便中菌群結構消長情形，設計菌株 16S 

rDNA 中 V3-V5 區域，設計通用引子（Universal primers, 341f＋GC：926R）

擴增各菌株相同長度片段，根據菌株間序列組成不同而核苷酸間氫鍵數不

同，在尿酸為鹼性變性劑配製含梯度聚丙烯醯胺膠片中，發生斷鍵程度不

同造成泳動差異進而達到分離鑑別功能。馴養蜥蜴糞便（α-cellulose 5g/l

作為碳源於 55
o
C 厭氧環境）呈穩定菌群後於培養期間依照天數採樣，監

測纖維分解與醱酵產氫情形與 PCR－DGGE 進行菌群差異度分析。將

DGGE 電泳結果以 Quantity One 軟體（Bio-rad, USA）分析條帶相對位置

轉換成為 1、0 組成陣列，隨後使用 Numerical Taxonomy and Multivariate 

Analysis System, NTSYSpc 軟體（Exeter Software, USA）以非加權組平均

法（Unweighted pair group method with arithmetic mean, UPGMA）分析各採

樣天數菌群相關性。 
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 進行變性梯度膠體電泳前使用商用套件 Soil DNA isolation kit（MO 

BIO, USA）進行菌群 DNA 萃取，此套件能有效去除土壤樣品中腐質酸物

質，避免對於後續 PCR 步驟造成影響（Niemi et al., 2001）。目標序列片段

擴增實驗使用巢式 PCR 技術，因引子專一性不足時會隨機與非目標 DNA

片段互補，故配合使用巢式 PCR 方法，設計較大片段 DNA 之引子（27F：

1522R）進行複製，再以選定引子（341F：926R）複製大片段上之目標 DNA

片段，可提高產物純度與減少錯誤互補機率，引子序列於 Table 3-1，其中

341F 引子設計 GC-clamp，防止 DNA 序列於膠片中過度變性完全解鏈成單

股 DNA，造成電泳辨識能力降低。 

 

變性梯度膠體電泳設備（DCode Universal Mutation Detection System, 

Bio-Rad, USA）操作相關注意事項與膠片配製方法如以下所示： 

a. 鑄膠用玻璃片使用前檢查破損情形並以中性洗潔精與 70％酒精清洗風

乾，避免殘留膠塊與水滴造成干擾。 

b. 使用固定夾（Clamp）固定兩片鑄膠玻璃片，中間以墊片（spacer）間

隔，若密合程度不佳以導熱膠 Silicone grease 填滿 spacer 與玻璃間隙，

可有效防止後續分析產生微笑效應（Smiling effect）情況（Brinkhoff and 

Hannen, 2001）。 

c. 鑄膠台組裝完成後檢查兩片玻璃底部平整，若鑄膠底部矽膠軟墊操作後

未清洗完全會造成鹽類殘留，鑄膠時會產生氣泡干擾，可設計底膠避免

此情形，配置方式根據 Table 3-3。 

d. 根據欲分析核酸片段長度配置不同濃度百分比聚丙烯胺膠片（廖, 2004），

不同長度核酸序列適合聚丙烯胺膠片濃度為 300 bp – 1000 bp，6.0 %、
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200 bp – 400 bp，8.0 %與 100 bp – 300 bp，10.0 %，本研究進行 DGGE

電泳之序列片段約為 550 bp，適合濃度 6.0 %膠片。交聯劑,聚合劑與變

性劑配方比例一併整理於 Table 3-3。 

e. 梯度膠體灌注時需使用梯度輸送系統（Bio-rad Model 475 Gradient 

Delivery System）調整刻度至膠液體積相同刻度後，依照高低濃度置於

System 兩端，可以降低注射針筒溫度避免膠體快速凝固，以穩定緩慢

速度旋轉轉盤注入膠液防止變性梯度形成斷層。 

f. 灌注完成後，小心放入齒模（Comb）避免產生氣泡後等待凝固，為防

止置入齒模時對於膠液造成擾動可以設計頂膠，配置方式如 Table 3-3，

亦可降低核酸片段泳動起始時之干擾。 

g. 鑄膠完成移除齒模後，以 TAE Buffer 清洗樣品槽內殘留膠塊且電泳槽

需進行預熱，避免溫度造成變性劑析出。 

h. PCR 產物與 6X loading dye 以 5：1 混合後注入等量核酸片段樣品，60V

電壓 60
o
C 電泳 16 小時。 

i. 電泳結束以無菌 EtBr 溶液（25 mg/l in TAE buffer）染色 10 分鐘於 UV

照膠系統觀察與軟體分析。 

j. 選定欲分析之亮帶並使用無菌手術刀切割下膠條後置入離心管，切割時

需注意保護措施防止紫外光對於皮膚眼睛造成傷害。 

k. 以滅菌玻棒搗碎含亮帶之聚丙烯胺膠條，加入等體積二次滅菌去離子水

於 4
o
C 反應 12 小時將核酸片段由膠體萃取出來，以不含 GC 基團引子

擴增片段，避免定序結果錯誤。 

  



 

35 
 

3.4.3.6 菌株 16S rDNA 定序（16S rDNA sequencing） 

根據上述實驗 PCR 片段擴增之 16S rDNA 產物使用 A260/A280 核酸序列

確認純度與洋菜凝膠電泳明確清晰亮帶後，委託明欣生物科技有限公司

（Mission Biotech Co. Ltd., Taipei, Taiwan）進行序列定序。因核酸序列暴

露於緩衝液與化學藥劑中造成部分破壞，定序後之序列兩端訊號較微弱故

以 MEGA 4 軟體分析 Alignment Clustal 功能將 Forward 與 Reverse 兩段不

同複製方向序列接合，其中 Reverse 片段需互補與反序再予以接合，修飾

成較長之完整片段。 

Table 3-3 Reagent of 6% polyacrylamide gel in DGGE method 

a. Denaturant stock solution 

Order Reagent 0% 70% 

1 40% Acrylamide/Bis (ml) 15 15 

2 50x TAE buffer (ml) 2 2 

3 Formamid (deionized) (ml) 0 28 

4 Urea (g) 0 29.4 

5 dH2O 83 25.6 

Total volume 100 ml 

b. Cross-linking agent 

 Ammonium persulfate (APS)    10% 

c. Polymerizing agent 

 Tetramethylethylenediamine (TEMED) 100% 

   

d. Different concentration of gradient gel 

Gradient conc. Top(0%) 35% 45% 55% Bottom(70%) 

0% stock sol. (ml) 1.5 7.1 4.5 2.7 0 

70% stock sol. (ml) 0 5.4 8 9.8 1.5 

Total volume 25 ml 

APS sol. (μl) 15 125 125 125 15 

TEMED (μl) 3 12.5 12.5 12.5 3 

*：Gradient gel: APS (10%): TEMED = 1000: 10 :1; Top and bottom gel: APS 

(10%): TEMED = 1000: 10: 2. 
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3.4.3.7 16S rDNA 序列比對（16S rDNA BLAST） 

將定序修飾後之序列上網至 National Center for Biotechnology 

Information （NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov）比對 GeneBank 中序列資

料以 Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）搜尋 16S ribosomal RNA 

sequences database 相似序列，若勾選排除 Uncultured/environmental sample 

可搜尋已命名菌株序列，後續進行親緣關係鑑定。 

3.4.3.8 菌株親源樹圖繪製（Phylogenetic tree） 

 將 NCBI 比對相關性接近之序列資料下載至 MEGA 軟體繪製親緣關係

樹狀圖。參數設定部分Distance matrix method選擇Neighbor-Joining method

（Saitou and Nei, 1987; Tamura et al., 2004），Tree inference 選擇 Bootstrap 

test (1000 replicates)，Substitution model 選擇 Kimura 2-Parameter。 

3.4.4 醱酵產物分析（Fermentation product analyzed） 

3.4.4.1 液相產物分析（Liquid products analyzed） 

 葡萄糖醱酵過程會產生包括酸類與醇類產物，以高效液相層析儀

（High-performance liquid chromatography, Shimadzu, Japan）測定糖類代謝

與產物種類，並藉由離子交換管柱 Transgenomic COREGEL 87H3（300 

mm×7.8 mm）分析並控制 35
o
C 恆溫；偵測器為紅外線偵測器（RID-10A 

detector）；移動相（Mobile phase）為去氣處理之 0.008N H2SO4 溶液（0.6 

ml/min）；樣品注射體積為 20μl，根據實驗需求選定標準品：葡萄糖、乳

酸、乙酸、乙醇進行定量（附錄一）。醱酵過程的揮發有機酸產物分析使

用氣相層析儀（Gas chromatography, Thermo Scientific, USA）測定，並藉

由毛細管柱 SEG BP20（25 m×0.22 mm, 0.25 μm），管柱升溫程式為起始溫

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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度 120
o
C 維持 3 min 後以 16

o
C/min 速率升溫至 200

o
C 維持 5 min；注射孔

（Injector）溫度為 200
o
C；偵測器為火焰離子化偵測器（flame ionization 

detector, FID）溫度為 250
o
C；載流氣體（Carrier gas）為氮氣，氣體流量

為 25 ml/min；樣品注射體積為 1 μl。選定標準品為丙酮、乙酸、丁酸、乙

醇、丁醇進行定量（附錄二）。 

3.4.4.2 氣相產物分析（Gas chromatography analyzed） 

 非甲烷菌之厭氧菌代謝有機物過程，會伴隨產生生物氣（Biogas）其

組成以二氧化碳與氫氣為主，實驗過程以醱酵管蒐集生物氣，以排水集氣

方式（裝置圖Fig. 3-3）計算總生物氣產氣量。採樣後以氣相層析儀（GC-14B, 

Shimadzu, USA）進行氣體成分分析，並藉由填充玻璃管柱（2.1 m×3.2 mm, 

填充物：Molecular Sieve 5A 60/80 mesh），儀器設定參數為管柱溫度 50
o
C

恆溫；注射孔（Injector）溫度為 120
o
C；偵測器為熱傳導偵測器(Thermal 

Conductivity Detector, TCD)溫度為 140
o
C，電流（Current）為 60 mA；載

流氣體（Carrier gas）為氬氣，氣體流量為 25 ml/min；樣品注射體積為 0.4 

ml。配製標準品為以氮氣完全置換密閉厭氣瓶，以針筒打入不同比例體積

標準氣體（氫氣、二氧化碳），之後將厭氣瓶以針筒洩壓達到同外界一大

氣壓即完成，以上述儀器進行定量分析（附錄三）。 

3.4.4.3 醱酵平衡（Fermentation balance） 

將上述定量分析的液相與氣相產物代入檢量線，計算批次培養期間初

始與最終時間點，每莫耳葡萄糖醱酵反應產生相對應莫耳數之氫氣、二氧

化碳、醇類與揮發性有機酸，其中氫氣與二氧化碳為間段採樣方式，故以

逐時間點累加計算反應完成總產量。氣態產物算式如（3-6）（Fan et al., 

2008），而液態產物以培養終點採樣分析計算，將產量除以該產物分子量

即為所求。 
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V  V0γi
+ ∑ Viγi

     (3-6) 

where  

V is the cumulative H2 gas volumes at the current;  

V0 is the volume of headspace of vials;  

Vi is the biogas volume discharged from the vials at the time interval (i);  

γi is the fraction of H2 gas discharged from the vials at the time interval (i). 

 

 

Figure 3-3 Experimental setup for biological hydrogen production test. 

  

醱酵管 

厭氧血清瓶 

*：液面等高內外壓力相等

時，為正確 Bio-gas蒐集方式 
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第四章 結果與討論 

4.1 菌群分析 

4.1.1 纖維水解產氫菌群馴養 

 本研究混合菌群來源為綠鬣蜥（Iguana iguana）糞便，以纖維濾紙

（Whatman No. 1）為基質，厭氧培養於 55
o
C 馴養纖維水解菌群。實驗分

析經過連續繼代培養增富後菌群可於 6天將 5 g/l纖維素完全分解並累積產

氫 300 ml/l，對此穩定菌群進行菌相分析實驗。 

4.1.2 Nested-PCR 擴增 16S rDNA 片段 

 使用蜥蜴糞便馴養之穩定纖維水解產氫菌群為菌種來源，以 5g/l 纖維

濾紙作為 TA 培養基唯一碳源，於厭氧環境 55
o
C 培養，連續培養 120 小時

並每 24小時採樣，藉由Soil DNA Kit商用套件萃取每採樣點的菌群DNA，

分析 DNA（A260/A280）純度平均為 0.9，顯示蛋白物質干擾太大，故使

用醋酸銨/酒精再沉澱方法純化樣品後再次測量 DNA 純度，提高至平均 1.2。

將純化後DNA樣品以巢式PCR方法擴增16S rDNA V3-V5區域目標片段，

PCR 加溫程式設定為起始溫度 94
o
C 三分鐘、解鏈溫度 94

o
C 一分鐘、引子

黏合溫度 55
o
C 一分鐘、延長溫度 72

o
C 一分鐘，以上三個步驟循環 30 次，

最後溫度 72
o
C 六分鐘。文獻研究指出使用針對不同 specificity 的引子對，

可以降低 PCR 過程 mismatch 的機會（Hugenholtz and Goebel, 2001）。故加

入引子對為 27F（Bacteria-specific）與 1522R（Bacteria+Archaea-specific）

進行較大片段擴增，之後使用引子對 341F-GC（Bacteria-specific）以及 926R

（Universal-specific）擴增小片段目標 DNA，以洋菜膠電泳分析所有片段

擴增樣品為單一片段，如 Fig. 4-1。以此組 RCR 產物為後續分析之依據。 
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Figure 4-1 DNA concentrations and agarose gel electrophoresis profile of 16S 

rDNA fragments from lizard feces incubated with 5 g/L α-cellulose for 0, 24, 

48, 72, 96, 120 hours and Clostridium sp. TCW1. Land 1: maker means 1.5 kb, 

1.0 kb, 900 – 100 bp, lane 2: 0 hour (concentration = 716.7 μg/ml), lane 3: 24 

hour (concentration = 1089.3 μg/ml), lane 4: 48 hour (concentration = 803.2 

μg/ml), lane 5: 72 hour (concentration = 709.9 μg/ml), lane 6: 96 hour 

(concentration = 764.3 μg/ml), lane 7: 120 hour (concentration = 749.7 μg/ml), 

lane 8: Clostridium sp. TCW1 (concentration = 684.5 μg/ml), lane 9: water. 

  

Maker     0      24      48      72     96      120    TCW1  Water 

1    2     3    4    5    6     7    8    9 
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4.1.3 變性梯度膠體電泳 DGGE 菌群結構分析 

 本研究使用 4.1.2 巢式 PCR 片段擴增 16S rDNA 中 V3-V5 區域（約 500 

bp）樣品，目的在於藉由不同菌株於相同變異區段其序列差異較大作為分

離依據，而根據 DGGE 操作原理設計引子 341F 含有 30 個 mer 以上 GC 基

團（GC-clamp），可以避免於電泳時過度變性而完全解鏈為單股核苷酸而

影響辨識。DGGE 電泳時需注意變性梯度範圍的操作條件，梯度的選定會

影響核酸序列於膠片上的分布情形，故須選擇合適變性濃度範圍，提高辨

識率與降低分析誤差。最初設計變性梯度範圍為尿素濃度 35％－55％，操

作條件為 60
o
C，電壓 60 V 泳動 16 小時，結果如 Figure 4-2(a)所示，亮帶

均集中在較高變性濃度（約 47 %）無法完全分離，可能部分序列 Tm 值差

異非常接近產生聚集的情形，重新設計縮小變性梯度範圍為 45 ％－55 ％，

可以使聚集的序列亮帶擴散，又可以避免膠片最底部亮帶的損失，如 Fig. 

4-2(b)。因此後續實驗以變性範圍 45 ％－55 ％結果為依據。 
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Figure 4-2 Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) profile of 16S 

rDNA fragments from lizard enteric mixed culture incubated with 5 g/L 

α-cellulose for 0, 24, 48, 72, 96, 120 hours at 55 
o
C. (a) Denaturing gradient 

range 35%-55%; (b) Denaturing gradient range 45%-55%. Denaturant reagent 

is formamid+ urea (70% = formamid: 1.12%(v/v), Urea: 294g/l). 
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4.1.4 菌群親緣分析 

 本研究根據 4.1.3 結果分析連續培養期間不同採樣時間點菌群變化相

異度，繪製 Unweighted pair-group method using arithmetic averages; UPGMA

親緣樹圖，如 Fig. 4-3，結果發現隨著培養時間相似度指數（Coefficient）

越高代表菌群趨於穩定。此混合菌群培養 72 小時後，菌群結構穩定下來。 

 將 DGGE 電泳結果膠片與培養期間監測纖維水解與產氫數據比較，如

Fig. 4-4 可觀察出不同消長情形，其中 OTU1 於 24 小時後即消失不見，取

而代之為 OTU5 逐漸成為優勢，而 OTU2 與 OTU3 於 48 小時活性提高時

為纖維水解作用最高期間，OTU4 - OTU8 活性於培養後期提高，判斷可能

為產氫能力菌株。將上述之單一亮帶進行擷取並萃取膠塊中 DNA，此時

DNA 序列片段仍含有 GC-clamp，為避免序列鑑定時產生錯誤，以不含 GC

之 341F 與 926R 引子再次進行 PCR，並分析 DNA 純度與洋菜膠體電泳檢

測為單一樣品再送交定序。將定序結果繪製成親緣樹圖 Fig. 4-5，每個亮帶

中的核酸序列代表為一個 OTU，因受限為 DGGE 技術辨識能力，僅以 500 

bp 長度之序列資料無法判定菌種，菌屬部份可看出主要為 Clostridium 屬，

由相似菌株的文獻可看出大部分微纖維水解混菌系統。 

Figure 4-3 UPGMA dendrogram indicating similarity of DGGE pattern of 16S 

rDNA fragments from from lizard enteric mixed culture incubated with 5 g/L 

α-cellulose for 0, 24, 48, 72, 96, 120 hours at 55 
o
C. 
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Figure 4-4 Microbial community structure analyses with cellulose degradation 

and hydrogen production from lizard enteric mixed culture incubated (a) 

DGGE profile of 16S rDNA fragments, (b) Cellulose degradation and 

Hydrogen production.  
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Figure 4-5 Dendrogram showing the interrelationships within different 

sequenced OTU of lizard enteric flora system and closely related species. The 

tree was constructed by using the neighbor-joining method and bootstrap values 

calculated from 1,000 trees. Bar represents 0.02 changes per nucleotide. 
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4.2 菌株分離純化 

4.2.1 熱休克篩選 

 本研究為提升產氫效率，以熱休克方式（Heat shock）去除纖維水解產

氫系統中的耗氫甲烷菌。以 5 g/l 濾紙纖維為 TA 培養基唯一碳源將增富培

養後蜥蜴糞便為接種來源培養至對數生長期，以水浴法加熱菌液至中心溫

度達 100
o
C，加熱處理 0、10、30、60 分鐘後接種至新鮮培養基培養，結

果發現加熱 10 分鐘能有效抑制甲烷菌生長，觀察到甲烷產量大幅降低，

而處理 30 分鐘後完全無甲烷產生。另外以位相差顯微鏡觀察發現接種時

部分菌株形成孢子，另有許多微生物菌體破裂碎片散布在培養基，如 Fig. 

4-6。 

 
Figure 4-6 Methane production of lizard enteric mixed culture incubated with 5 

g/l α-cellulose treated with heat shock for different times (water bath 100
o
C).

（a）The phase contract micrograph showed the mixed culture treated with 100
o
C for 

30 min. Rod-shaped cells with terminal spores were shown. 
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4.2.2 厭氧滾管分離 

 參考 Hungate 厭氧滾管技術，以 2 g/l α-cellulose 或 glucose 為培養基

碳源，於厭氧 55
o
C 下培養，嘗試分離纖維水解產氫系統中菌株期間，發

現葡萄糖為碳源實驗組別培養三天後能以肉眼觀察到乳白色菌落，周圍伴

隨微生物產氣所產生之氣泡，如 Fig. 4-7。根據菌落形狀、生長位置差異與

菌落周圍氣泡大小，挑選出九個菌落，接種至 2 g/l 葡萄糖為碳源新鮮液態

培養基繼代培養 72 小時後，以排水集氣法與 GC-TCD 分析各液態培養試

管中氣體組成，其中菌落編號 5 號產氫能力較強（1365 ml hydrogen/l culture 

medium），如 Fig. 4-8。將此菌株暫名為 GI512 進行後續生理生化特性探討

與分子生物鑑定。 

 

 

Figure 4-7 Isolation of H2-producing anaerobes by roll tube technique. Solid 

culture medium with 2.5 % agar and 2 g/L glucose after 72 hours at 55 
o
C. After 

bubbles were forund around colonies, indicating rigorous gas production. 
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Figure 4-8 Cumulative gas production, hydrogen production and hydrogen 

percentage of isolated colonies from lizard feces growth on 5 g/l glucose 

concentration after 72 hrs.  
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4.2.3 產氫菌 GI512 親緣分析 

 本研究將菌株GI512萃取之染色體DNA以PCR擴增16S DNA（約1500 

bp），送交明欣生物科技公司定序，定序結果去除前後兩端訊號不佳部分，

將 Forward 與 Reverse 兩端相接一起組成完整序列，至 NCBI 基因庫中比

對 16S rDNA 相似菌株序列，以 MEGA 4 軟體繪製親緣樹圖，如 Fig. 4-9。

根 據 親 緣 樹 可 發 現 GI512 產 氫 菌 株 序 列 最 接 近 Clostridium 

thermopalmarium strain BVP 與 Clostridium thermobutyricum 兩株菌株，相

似度最高為 98 ％，判斷可能為相同菌株，但仍需進行後續生理生化特性

測試是否為同種或亞種。GI512 菌株 16S rDNA 序列已上傳 NCBI，編號為

1544408（附錄四）。 

 

 

 
Figure 4-9 Dendrogram showing the interrelationships within hydrogen 

producing strain GI512 and closely related species. The tree was constructed by 

using the neighbor-joining method and bootstrap values calculated from 1,000 trees. 

Bar = represent 0.005 changes per nucleotide. 
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4.3 生理特性鑑定 

4.3.1 菌相觀察 

 產氫菌 GI512 培養液外觀為白灰色混濁，Roll-tube 固態培養時為乳白

色菌落。以 5 g/l 葡萄糖 TA 培養基液態培養，位相差顯微鏡可以發現菌體

呈桿狀，大小約 4.75 μm（L）×1.25μm（W），菌株末端會產生孢子（Fig. 4-10 

a）。以油鏡放大 2000 倍觀察，發現延長培養時間後菌株細胞內會出現不完

整表面類似顆粒狀物質（Fig 4-10 b），可能與序列相似菌株 Clostridium 

thermopalmarium 文獻中提到會產生內含體（Inclusion body），於培養過程

中會將無法利用營養物質、水分或有毒代謝物累積於細胞內形成內含體，

而近來研究發現微生物內含體成分 Polyhydroxyalkanoate（PHA）可提煉成

為生物可分解塑膠原料，故進行後續 PHA 染色與分析。 

  

Figure 4-10 Phase-contrast micrographs of this isolate strain GI512. (a) 

Rod-shape cell and endspores. Bar = 20 μm (b) Inclusion body-like structure. Bar = 

3.0 μm. 

以 6％醋酸鈾進行負染色於穿透式電子顯微鏡放大 10,000 倍觀察，對於菌

體細胞膜破壞較少，較容易觀察到完整菌株外觀，如 Fig. 4-11（a）（b），

菌體呈現桿狀周圍無鞭毛結構。 

(a) (b) 
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Figure 4-11 Transmission electron micrographs of hydrogen producing strain 

GI512 negative staining with 6% uranyl acetate. Bar = 3 μm. 

4.3.2 革蘭氏染色 

 本研究將產氫菌株 GI512 進行革蘭氏染色。以 Escherichia coli（陰性

菌）與 Staphylococcus aureus（陽性菌）為標準菌株培養至對數生長期後同

時進行染色，染色後於顯微鏡底下觀察，發現菌株 GI512 呈現藍紫色，為

革蘭氏陽性菌，如 Fig. 4-12。若非菌株活性最佳的對數生長期進行染色實

驗，菌株老化造成細胞壁結構鬆散，會產生偽陰性反應。 

 

Figure 4-12 Micrographs of hydrogen producing strain GI512 with gram 

staining test. 

4.3.3 莢膜染色 

 將菌株 GI512 進行莢膜染色。莢膜為菌株非必要結構，但大部分含莢

(a) (b) 
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膜菌株為致病能力菌株，分泌的多醣成分莢膜有助於附著於宿主或防止免

疫系統的吞噬作用。Clostridium 菌屬中有名的 Clostridium perfringens 食物

中毒菌株，亦為厭氧生長產氣能力。以 Escherichia coli 為對照菌株一同進

行染色，未發現細胞周圍有灰白色莢膜結構，如 Fig. 4-13。 

 
Figure 4-13 Micrographs of hydrogen producing strain GI512 with capsule 

staining test. Negative staining with copper(II) sulfate pentahydrate showing non- 

capsulated cell of (a) E-coli and (b)Hydrogen producing strain GI512. 

4.3.4 PHA 染色 

 根據菌相觀察 4.3.1 中發現產氫菌 GI512 可能具有內含體結構，而聚

羥基脂肪酸酯類（PHA）為微生物在代謝過量碳源基質時累積於內含體結

構中的能量儲存物，可做為生物可分解塑膠之原料，是具經濟價值副產品

之一。使用酯溶性的蘇丹黑（Sudan black）染劑以 Escherichia coli 為對照

菌株與產氫菌 GI512 同時進行 PHA 染色，如 Fig 4-14。內含體結構為菌株

培養後期才累積形成，故實驗使用穩定期菌體為實驗樣本，結果發現不具

產 PHB 能力之 E. coli 呈現為番紅染劑的紅色胞質，菌株 GI512 細胞內有

明顯黑紫色顆粒物質，判斷為 PHA 產生累積。隨後將分離菌株送至元智

大學生物科技與工程研究所魏毓宏教授實驗室以氣相層析儀進一步分析

此類 PHA/PHB 顆粒，0.01 g PHB 標準品出現於 GC 分析圖譜置留時間 3.6

分鐘位置（Fig. 4-15 a），而 GI512 樣品分析圖譜中未出現 PHB，但約 4.5

與 4.8 分鐘出現微量訊號，判斷為生成其他長鏈狀 PHA 物質。  

(a) (b) 
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Figure 4-14 Micrographs of lipid structure with sudan black strain after 

stationary phase. (a)E-coli and (b)Hydrogen producing strain GI512 showing black 

granular in cell. 

 

 

Figure 4-15 Chromatographic of lipid structure with hydrogen producing strain 

GI512. (a) PHB standard 0.01 g and retention time is 3.6 min (b) Hydrogen 

producing strain GI512 sample. 
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4.4 生化特性鑑定 

4.4.1 Catalase 測試 

 微生物進行好氧呼吸會產生過氧化氫甚至超氧化物於細胞內累積，而

好氧環境生長微生物會產生過氧化氫酶分解這些物質，否則會造成微生物

死亡。而厭氧微生物並無產生此酵素能力，因此氧氣對此類微生物具有毒

性。以大腸桿菌與金黃色葡萄球菌為對照菌株，滴入 3％H2O2 測試發現有

氣泡產生，而產氫菌株 GI512 無氣泡產生，由結果可知 GI512 不含過氧化

氫酶，是絕對厭氧生長之菌株。另外以好氧方式培養產氫菌 GI512 亦無生

長情形，證實此菌株無法於好氧環境生長。 

4.4.2 最適生長溫度 

 本研究以產氫菌株 GI512 批次培養至對數生長期後，OD 值約 0.8 時接

種至 25, 35, 45, 55, 65
o
C 五種不同溫度進行實驗，以葡萄糖濃度 5g/l 為 TA

培養基碳源基質，連續培養三個世代，菌株適應溫度後予以測量吸光值，

如 Fig. 4-16，最適生長溫度範圍於 35-55
o
C。以各批次之對數生長期計算

比生長速率來看，於高溫環境生長情形較佳，判斷產氫菌 GI512 為嗜熱性

菌株，且在 55
o
C 有最大比生長速率 0.238 hr

-1，如 Fig. 4-17，與初始蜥蜴

糞便混合菌群培養為相同溫度，而 65
o
C 時出現抑制生長的影響，非極端

嗜熱微生物。 
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Figure 4-16 Temperature effect on growth of hydrogen producing strain GI512 

incubated 5g/l glucose. Cell growth determined absorbance as optical density at 

600nm. (◆):25 
o
C; (●):35 

o
C; (◇):45 

o
C; (○):55 

o
C; (■):65 

o
C. 

 

 

 

 

Figure 4-17 Specific growth rate of hydrogen producing strain GI512 in 

different temperatures between 25 and 65 
o
C. Optimal growth occurs at 55

o
C. 
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4.4.3 最適生長 pH 

 產氫菌株GI512最適pH測試如Fig. 4-18，最適pH生長範圍於6.3-8.8。

菌株於過於極端 pH 環境生長表現較為不佳，中性偏鹼有最大比生長速率

0.287 hr
-1，結果於 Fig. 4-19。各批次培養分別測試初始與最終 pH，最初

pH 7.12培養後降至 5.73，而最初 6.34培養後降至 5.63，顯示產氫菌株GI512

培養過程中會伴隨產生酸性副產物。 

 
Figure 4-18 Initial pH effect on growth of hydrogen producing strain GI512 

incubated 5g/l glucose. Cell growth determined absorbance as optical density at 

600nm.(●):pH 6; (◇):pH 7; (○):pH 8; (■):pH 9. 

 

 

Figure 4-19 Specific growth rate of hydrogen producing strain GI512 in 

different pH between 6.34 and 8.82. Optimal growth at 7.12. 
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4.4.4 最適基質濃度 

  本研究探討之基質為葡萄糖，測試不同葡萄糖濃度對於產氫菌株

GI512 生長影響，結果如 Fig. 4-20，發現 5 g/l 葡萄糖濃度以上菌株即有明

顯生長，隨著濃度提高比生長速率略微下降，當濃度提高至 50 g/l 仍無明

顯的抑制情形，而最大比生長速率為 0.69 hr
-1，於 5 g/l 培養條件下，如 Fig. 

4-21 所示，由結果可知此菌株對於基質耐受濃度廣泛。 

 

Figure 4-20 Different glucose concentrations effect on growth of hydrogen 

producing strain GI512. Cell growth determined absorbance as optical density at 

600nm. (◆):5 g/l; (●):10 g/l; (◇):20 g/l; (○):30 g/l; (□):40 g/l; (■):50 g/l. 
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Figure 4-21 Specific growth rate of hydrogen producing strain GI512 in 

different glucose concentrations between 5 g/l and 50 g/l. Optimal growth at 5 

g/l. 

4.4.5 碳源基質利用種類 

 使用API20A與AN Microplate兩組快速檢定的商業套件測試產氫菌株

GI512 能夠代謝的基質種類。API 20A 可分析的項目包括 L-tryptophane、

urea、D-glucose、D-mannitol、D-lactose（bovine origin）、D-saccharose

（sucrose）、D-maltose、salicin、D-xylose、L-arabinose、gelatin（bovine origin）、

esculin、ferric citrate、glycerol、D-cellobiose、D-mannose、D-melezitose、

D-raffinose、D-sorbitol、L-rhamnose 與 D-trehalose 等 20 種。而 AN Microplate 

基質種類有醣類、酯類、有機酸與蛋白質類共 95 種。API 20A 結果顯示

除尿素為陰性反應外，其餘皆為可用基質。而 AN Microplate 則可以利用

α-D-lactose、β-methyl-D glucoside、salicin、acetic acid、formic acid、fumaric 

acid、glyoxylic acid、α-hydroxybutyric acid、β-hydroxybutyric acid、itaconic  

acid、propionic acid、pyruvic acid、pyruvic acid methyl ester、D-saccharic acid、

succinamic acid、succinic acid、succinic acid mono-methyl ester、urocanic acid、

alaninamide、L-alanine、L-alanyl-L glutamine、L-alanyl-L histidine、L-alanyl-L 
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threonine、L-asparagine、L-glutamic acid、L-glutamine、glycyl-L aspartic acid、

glycyl-L glutamine、glycyl-L methionine、glycyl-L proline、L-methionine、

L-valine plus L-aspartic acid、2'-deoxy adenosine、inosine、thymidine、uridine 

and thymidine-5'-mono-phosphate。因為此菌株分離至蜥蜴糞便的纖維水解

產氫系統，另以纖維素（Cellulose）與木聚醣（Xylan）為基質進行批次培

養，發現無降解與生長情形，產氫菌株 GI512 不具木質纖維素分解能力。 

4.4.6 氮源基質利用種類 

 本研究設計不同氮來源對於菌株 GI512 影響，其中分為無機氮源的氮

氣、氨氮以及有機氮類的 Peptone 與尿素，而配製 TA 培養基時瓶頂空間

氣體也根據實驗需要使用氬氣置換，培養結果如 Fig. 4-22 所示，發現無論

有機或無機氮源接有助於生長，但尿素與氮氣批次實驗出使有些微生長即

停止，不具固氮與尿素代謝能力，而仍有生長判斷是 yeast extract 提供部

分營養而造成初期吸光值上升情形，故後續探討 TA 培養基 yeast extract

與 peptone 利用測試。 

 

Figure 4-22 Different nitrogen source effect on growth of hydrogen producing 

strain GI512. Cell growth determined absorbance as optical density at 600nm. 

(◆): Without N source; (●):N2; (◇): TA medium; (○): NH4Cl; (□): Urea; (■): 

Peptone. 
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4.4.7 Yeast、Peptone 利用測試 

 TA 培養基中的 yeast extract 與 peptone 為複雜成分營養物質，分別提

供輔因子（Co-factor）、蛋白質或生長激素等來源，文獻提到部分土壤微生

物能以多種維生素代替 yeast extract 能夠提高微生物生長與產氫能力

（Koku et al., 2003）。故本研究探討添加 yeast extract 與 peptone 對於產氫

菌株 GI512 生長之影響，結果如 Fig. 4-23，發現 yeast extract 為菌株 GI512

生長所必須物質，而不添加 peptone 對於生長影響不明顯，而空白組（兩

種都不添加，但有添加 TA 培養基配方之維生素）菌株不生長，故 yeast 

extract 提供產氫菌株 GI512 無法被取代的生長必須營養。後續硫酸鹽與硝

酸鹽還原測試，因為添加 1 g/l yeast extract對於探討生長影響結果不明顯，

經預實驗結果改為添加 5 g/l 進行測試。 

 

 
Figure 4-23 Growth curve of hydrogen producing strain GI512 culture with 

yeast extract and/or peptone. Carbon source is 5g/l glucose. ( □ ):TA 

medium-With yeast extract and peptone; (◆):1 g/l Yeast extract ; (▲):1 g/l Peptone; 

(○):Without yeast extract and peptone.  
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4.4.8 硫酸鹽還原測試 

 本研究探討產氫菌株 GI512 對於硫酸鹽、亞硫酸鹽以及硫代硫酸鹽還

原能力，於 5 g/l 葡萄糖為碳源之 TA 培養基中添加 1 g/l Na2SO3、Na2SO4

與 Na2S2O3 監測生長。培養結果如 Fig. 4-24，發現產氫菌株無法利用此三

種硫酸鹽類，對於生長皆無促進影響，且添加亞硫酸鹽 Na2SO3 會抑制菌

株生長，不具還原硫酸鹽能力與 Clostridium 菌屬生理生化特性相同。 

 

Figure 4-24 Growth curve of hydrogen producing strain GI512 in different 

sulfate with 0.5g/L yeast extract and carbon source 5 g/l glucose. (◇):TA 

medium; (●):1 g/l Na2SO3; (○):1 g/l Na2SO4; (■):1 g/l Na2S2O3.  

4.4.9 硝酸鹽還原測試 

 本研究測試產氫菌株 GI512 硝酸鹽還原能力，探討是否具厭氧脫硝能

力。而文獻中提到部分脫硝能力菌株於太高濃度硝酸鹽（0.1 g/l）會對細

胞產生毒性抑制生長（Knapp, 1988）。故本實驗以 5 g/l 葡萄糖為 TA 培養

基碳源，添加 0.5 g/l yeast extract 與 1 g/l、0.1 g/l 與 0.01 g/l 不同濃度 KNO3

對於菌株生長之影響，結果如 Fig. 4-25，發現三種濃度 KNO3 皆不促進菌

株生長，且高濃度批次實驗亦無抑制情形，顯示產氫菌株 GI512 無具硝酸

鹽還原能力且對於硝酸鹽濃度耐受範圍大。 
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Figure 4-25 Growth curve of hydrogen producing strain GI512 in different 

concentration KNO3 with 0.5g/L yeast extract and carbon source 5 g/l glucose. 

(◇):TA medium; (■):0.01%,KNO3; (○):0.1%,KNO3; (●)1%,KNO3.  

 

4.4.10 抗生素耐受測試 

 本研究探討各種不同抑制機制抗生素 Ampicillin、Kanamycin、Penicillin、

Polymyxin B 與 Vancomycin 對於產氫菌株 GI512生長的影響，設計不同抗

生素濃度 32、16、8、4、2、1 與 0.5μg/l，以 0.2μm 孔徑之無菌濾膜過濾

抗生素溶液後加入培養基，根據文獻中抗生素對於微生物生長產生明顯抑

制的最小濃度添加量為最小抑制濃度（Minimum inhibitory concentration; 

MIC），結果如 Fig. 4-26 所示，發現針對細胞壁組成影響的 Ampicillin 殺菌

效果最佳，Penicillin 與 Vancomycin 則只有延長遲滯期，達抑菌效果。影

響細胞膜通透性的 Polymyxin B 低濃度即具有殺菌效果，而 Kanamycin 能

夠抑制細胞轉譯，對於此菌株需較高濃度才達到殺菌效果。各抗生素 MIC

如 Table 4-1。 

Table 4-1 Antibiotic susceptibility minimal inhibitory concentration of strain 

GI512 

 Ampicillin  Kanamycin  Penicillin Polymyxin B Vancomycin  

MIC (μg/ml) 0.5  4  8  2  4  
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Figure 4-26 Growth curve of hydrogen producing strain GI512 in different 

antibiotics. (a)Ampicillin, (b)Penicillin, (c)Kanamycin, (d)Polymyxin B, 

(e)Vancomycin. Symbols: (◆):32 μg/ml; (■):16 μg/ml; (▲):8 μg/ml; (●):4 μg/ml; 

(◇):2 μg/ml; (□):1 μg/ml; (△):0.5 μg/ml; (○):Blank .  
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4.5 菌株特性整理 

Clostridium sp. GI512 進行 16S rDNA 序列比對 NCBI 基因庫並繪製親緣樹

圖，可發現序列最接近 Clostridium thermopalmarium （Soh et al., 1991）與

Clostridium thermobutyricum （Wiegel et al., 1989）兩株菌株，相似度最高

為 98％判斷可能為相同菌株，使用本研究各生理生化特性測試與兩株近株

文獻進行特性比較，整理於 Table 4-2。 

Table 4-2 Morphological and biochemical comparison of the isolate 

Clostridium sp. GI512 to other closely related Clostridium 

 Clostridium 

thermopalmarium  

Clostridium 

thermobutyricum  

Clostridium sp. 

GI512  

Reference Soh et al., 1990 Wiegel et al., 1989 This study 

Type Straight rods  Straight rods  rods  

Size(μm) (wide)0.7-1.0; 

(long)2.0-8.0  

(wide)0.9-1.1; 

(long)2.0-4.5  

(wide)1.25; 

(long)4.75  

Gram negative  positive  positive  

Spore +  +  +  

Oxygen Strictly anaerobic  Strictly anaerobic  Strictly anaerobic  

Temperature 

(
o
C) 

50 – 60 

(55)  

26 – 61.5 

(55)  

35 – 65 

(55)  

pH 6.0 - 8.2 

(6.6)  

5.8 – 9.0 

(6.8 – 7.1)  

6.3-8.8 

(7.1)  

Source Palm wine  Horse manure  Lizard feces  

Antibiotic susceptibility: 

Ampicillin x - + 

Kanamycin x - + 

Penicillin x x + 

Polymyxin B x + + 

Vancomycin x x + 
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Carbon source: 

Gelatin x x + 

Glycerol - x - 

Pyruvate + x + 

Salicin - x + 

Starch - - + 

Sucrose + x + 

L-arabinose - - + 

L-rhamnose + - + 

D-cellobiose + + + 

D-fructose + + + 

D-glucose + + + 

D-lactose - x + 

D-maltose + + + 

D-mannitol + x + 

D-mannose x - + 

D-melezitose x x + 

D-raffinose x - + 

D-sorbitol x x + 

D-trehalose x x + 

D-xylose + + + 

1. Number in parenthesis indicates optimal growth temperature 

2. Number in parenthesis indicates optimal growth pH 

3. X, data no show. 
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4.6 醱酵平衡 

Clostridium sp. GI512 於最適條件下培養，接種總培養體積 10％至新鮮

TA 培養基控制環境條件為溫度 55
o
C、pH 為 7.0、碳源基質為 5 g/l 葡萄糖、

1 g/l yeast extract 與不添加 peptone。培養 12 小時並分析基質降解量與氣相

產物以及培養初始與終點之液相產物。 

氣態產物計算方式為瓶頂空間氣體含量與各採樣點之排水集氣法氣體

產量累加總合即為該氣體總產量。液態產物為培養 12 小時採樣分析，並

除以該物質分子量集為該產物產量。計算結果可得最大氫氣產量為 0.88 

mol/mol glucose，將數據與 Clostridium 菌屬微生物代謝葡萄糖醱酵產氫文

獻研究比較，如 Table 4-3。計算醱酵最終產物與葡萄糖降解量（Fig. 4-27 and 

4-28）並換算成莫耳濃度成醱酵平衡式（4-1）。以醱酵平衡式比較發現代

謝葡萄糖產丁酸低於 Clostridium thermobutyricum 菌株（ 0.85 mol 

butyrate/mol glucose）（Wiegel et al., 1991）。 

Table 4-3 Comparison of hydrogen production from glucose by the isolate 

GI512 and other Clostridium sp. 

Inoculum Substrate Maximum hydrogen 

yield(mol/mol) 

References 

Clostridium beijerinckii L9 Glucose 2.81 Lin et al., 2007 

Clostridium sp. Fanp2 Glucose 2.53 Pan et al., 2008 

Clostridium acetobutyricum 

M121 

Glucose 2.29 Lin et al., 2007 

Clostridium acetobutylicum Glucose 2.0 Chin et al., 2003 

Clostridium butyricum 

ATCC19398 

Glucose 1.80 Lin et al., 2007 

Clostridium tyrobutyricum 

FYa102 

Glucose 1.47 Lin et al., 2007 

Clostridium sp. C4 Glucose 1.3 徐, 2007 

Clostridium acetobutylicum 

ATCC 824 

Glucose 1.08 Zhang et al., 2006 

Clostridium sp. GI512 Glucose 0.88 This study 
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C6H12O6 →    27CH3COOH +    84C3H6COOH +   88H2 + 2  4CO2         (4-1) 

 

 

Figure 4-27 End-products yield of the isolate Clostridium sp. GI512 during 

fermentation from glucose. 

 

Figure 4-28 Cumulative hydrogen and CO2 production and content of the 

isolate Clostridium sp. GI512 during fermentation from glucose.  
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第五章 結論 

5.1 Clostridium sp. GI512 與序列相似菌株特性比較 

本研究將綠鬣蜥糞便以纖維濾紙馴養，增富培養出高效能的穩定纖維

水解菌群，根據熱休克篩選與厭氧滾管技術分離出七株醱酵產氫能力菌株，

菌落外型乳白色，於固態培養中會產生巨大氣泡顯示具產氫能力，挑選其

中一株產氫能力較佳，命名為 GI512 進行後續生理生化特性研究。 

分離菌株 GI512 分析符合 Bergey’s Manual 中 Clostridium 菌屬歸類之

生理生化特性四大特徵（1）桿狀外型、（2）逆境條件時會形成內孢子、（3）

無法進行硫酸還原作用以及（4）絕對厭氧生長。細胞壁結構為革蘭氏陽

性菌，生長環境為中性 pH 與嗜高溫 55
o
C，Yeast extract 為生長時所需之必

要物質，培養後期出現內含體。不具纖維素與木聚醣代謝能力，但能利用

多種糖類物質，醱酵醣類物質產生主要產物為氫氣、二氧化碳與丁酸，以

及少量醋酸與乳酸。無法還原硫酸鹽與硝酸鹽，且無固氮能力。以抗生素

測試菌株耐受性時，Ampicillin與 Polymyxin B產生殺菌效果，而Kanamycin

需較高濃度才能殺菌。Penicillin 與 Vancomycin 只能延長遲滯期並產生抑

菌情形。各抗生素最小抑制濃度為 Ampicillin，0.5 μg/ml、Kanamycin，4.0 μg/ml、

Penicillin，8.0 μg/ml、Polymyxin B，2.0 μg/ml 與 Vancomycin，4.0 μg/ml。 

Clostridium sp. GI512 進行 16S rDNA 序列比對 NCBI 基因庫並繪製親

緣樹圖，可發現序列最接近 Clostridium thermopalmarium （Soh et al., 1991）

與 Clostridium thermobutyricum （Wiegel et al., 1989）兩株菌株，相似度最

高為 98％判斷可能為相同菌株。 
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5.2 建議 

 本研究結果為分離鑑定厭氧醱酵產氫菌株 Clostridium sp. GI512 並針

對此菌株進行初步生理生化特性研究，以 16S rDNA 序列鑑定與

Clostridium thermopalmarium strain BVP 與Clostridium thermobutyricum 接

近且相似度為 98％，但生理生化特性表現不同，建議能以如 DNA 雜合等

分子生物技術， 進行更精確鑑定或朝向亞種層級的分類進行研究 

未來更可尋找產氫能力最佳化條件，如氫分壓、金屬離子種類與濃度

以及 yeast extract 影響因子，亦可設計更大規模反應或連續流參數探討。

而此菌株於本研究最適生長條件下產氫能力雖遜於其他文獻，但具有優異

的丁酸生產能力，探討提高丁酸產量或後續串連代謝丁酸生產丁醇能力的

菌株，產物生質丁醇亦為深具潛力之替代能源之一。 

 本實驗室前人由牛糞中成功分離出一株高效能纖維水解產氫能力菌株

Clostridium thermocellum TCW1，最佳產氫條件為厭氧環境、溫度 50－65
o
C

與 pH 6.99，與本研究菌株 Clostridium sp. GI512 相同條件，可進一步探討

共培養產氫最適化研究。而文獻研究提到 Clostridium thermocellum 與本篇

研究序列相似菌株 Clostridium thermopalmarium 共培養提高產氫能力的關

鍵因子研究（Geng et al., 2010），可作為後續研究之導向。 
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附錄 

附錄一 GC-TCD 氣相產物檢量線 

 

 

 

附錄二 GC-FID 液態產物檢量線 
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附錄三 氫氣與二氧化碳檢量線 
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附錄四 Clostridium sp. GI512 16S rDNA 序列 

 

（NCBI Accession 1544408） 

 

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTTAGTGAGGGGGA

TAGCCTCCCGAAAGGGAGATTAATACCGCATAACATTATTTTATCGCA

TGATAGAATAATCAAAGGAGCAATCCGCACTAAGATGGGCCCGCGGC

GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT

AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGAACTGAGACACGGT

CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGG

GAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGCGATGAAGGTCAGATTC

GGATTGTAAAGCTCTGTCTTTAGGGACGATAATGACGGTACCTAAGG

AGGAAGCCACGGTCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTACGACTCTA

TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGACATG

GTATGTAGGCGGATATTTAAGTCAGATGTGAAATTCCCGGGCTTAACC

TGGGCGCTGCATTTGATACTGGATATCTAGAGTGTGGGAGAGGAAAG

CGGCAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTTAATTTTGAGTTTCCTTAACTGCCCCTG

GGATACGTGTTCGTCGCCTCGTACACCAAATTAAGCTTCGTTGCGCTT

CTTGGAATGGATCATGAACTGTAGAGGACTTAATGAGCATTACCTCCT

TCGGGAAGCCCCGTCCTTCTGTCCACCACGTACCAACAGCAGTCGA

GCACAGCACTCTACAACCCAGATTCAGGGCGTTGCTCGCGTTGGGAA

TAGCAATCAACGATGGTAATTCAACTCGTGAGATTGCTCTGACGGCG

CCAATTGCACCTCCTTCCACCCCTACTGCAGTTTAGTAGTACGGGGAA

TACAGATCCCGATGTGTGCACGATGTTACCGGCCATGTTGCTCTACGT

TTGGGCACTCCCCCTCGGTTTGAAGTTTCGGCCAGGGTCAAGCCTAA

CATCCGACTTTGAGCGGATGTACTTCAGCCTCAACGATCATTAGCGCT

TAGTCGTACAGCGCCACTTATGCAAGGGCCCAGAACATGTGTGGCGG

GCAGTGTGGTACTCTCGGCCATTGTGGGCTTCAGGCACT 


